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1    Einleitung
Die  vorliegende  Arbeit  beschäftigt  sich  mit  der  Entstehung  und  Progression  von  Darmkrebs  auf 
molekularer Ebene. Dabei werden die zu Grunde liegenden Mechanismen betrachtet und hinsichtlich ihres 
Potentials  als  Angriffspunkt  für  therapeutische Strategien untersucht.  Im Einzelnen  werden  dabei  drei 
verschiedene Ansätze verfolgt.
Um die Auswirkungen der V600E-Mutation in der Proteinkinase B-Raf auf verschiedene phänotypische 
Aspekte der Tumorzellen zu untersuchen, wurde ein monoallelisches Knockout-Modell etabliert. Damit war 
es möglich, verschiedene Schlüsselkompetenzen maligner Zellen in B-RafV600E mutierten und korrespondie­
renden Wildtyp-Tumorzellen differenziell zu betrachten. Zudem erfolgte innerhalb dieses Modellsystems 
eine  pharmakogenetische  Charakterisierung,  aus  der  wichtige  Schlüsse  für  individualisierte  Therapie­
ansätze gezogen werden konnten.
Es wurde nach B-Raf Proteinisoformen gesucht, die durch alternatives Spleißen in kolorektalen Karzinom­
zellen entstehen. Durch die Quantifizierung und Charakterisierung dieser Isoformen wurden Hinweise auf 
eine mögliche physiologische Bedeutung gesammelt.
Schließlich wurde die Bedeutung des Strukturproteins E-Cadherin für die Integrität des Darmepithels und 
der Gewebearchitektur im Mausmodell untersucht und sowohl hinsichtlich morphologischer Effekte, als 
auch hinsichtlich der intestinalen Zelldifferenzierung ausgewertet. Dabei wurden neue Informationen zur 
Rolle von E-Cadherin bei entzündlichen Darmerkrankungen gewonnen, die einen starken Risikofaktor der 
kolorektalen Karzinogenese darstellen.
1.1   Krebs
Trotz enormer gesellschaftlicher Anstrengungen ist Krebs mit etwa 467 000 Neuerkrankungen pro Jahr 
(Stand 2008) in Deutschland eine häufige Krankheit1. Damit stellt Krebs nach den Herz-Kreislauferkrankun­
gen  zweithäufigste  Todesursache  dar2.  Mit  Ausnahme  weniger  Tumorerkrankungen,  die  durch  Viren 
hervorgerufen werden und die seit langem untersucht und vergleichsweise gut verstanden werden, gibt es 
dabei  für  die meisten Krebsarten vielfältige Risikofaktoren.  Einige der bekanntesten Beispiele  sind die 
Zusammenhänge zwischen Nikotininhalation und Lungenkrebs, zwischen UV-Licht Exposition und Mela­
nomen, sowie zwischen entzündlichen Darmerkrankungen und der Entstehung kolorektaler Tumoren3 4.
Zum grundlegenden Verständnis lässt sich die Karzinogenese in verschiedene Phasen einteilen. Während 
der Initiationsphase kommt es zur Bildung von Neoplasien, bei denen es sich in der Regel um Adenome 
handelt und oftmals entwickelt sich die Krankheit nicht über dieses gutartige Stadium hinaus5. Tritt der 
Tumor  allerdings  in  die  Progressionsphase  ein,  wächst  er  mit  steigender  Aggressivität  und  kann 
umliegendes  Gewebe  verdrängen.  Dabei  kann  es  zur  Entwicklung  eines  mesenchymalen  Phänotyps 
kommen,  mit  dem  die  Tumorzellen  physiologische  Barrieren  zwischen  unterschiedlichen  Geweben 
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überwinden können und invasiv werden. Diese Kompetenz ermöglicht schließlich auch die Ausbildung von 
Metastasen, die über die Blutgefäße und das Lymphsystem im Körper gestreut werden können.
Je nach Ursprungsgewebe und individuellem Ablauf der Krankheit auf molekularer Ebene können verschie­
dene Ereignisse für den Übergang zwischen den Karzinogenese-Stadien verantwortlich sein. Selbst inner­
halb einer physiologischen Entität  können grundlegend unterschiedliche Mechanismen in individuellen 
Kombinationen der Tumorentstehung zu Grunde liegen. Je heterogener eine Patientenpopulation hinsicht­
lich dieser molekularen Ereignisse ist, desto geringer ist oft der Anteil der Patienten, die auf eine einzelne  
Therapieoption ansprechen.
1.2   Darmkrebs
Das kolorektale Karzinom ist eine Krebserkrankung mit besonders häufiger Diagnose (66 800 Fälle pro Jahr 
in  Deutschland,  Stand  2008)  und  mit  einer  in  molekularer  Hinsicht  heterogenen  Patientenpopulation. 
Darmkrebs war in 2008 für 14,3 % der Krebs-Neuerkrankungen und 12,1 % der krebsbedingten Todesfälle 
in Deutschland verantwortlich. Dabei sinken mit fortschreitendem Krankheitsstadium zum Zeitpunkt der 
Diagnose  die  5-Jahres-Überlebensraten  rapide  (Tabelle  1).  Neben  verschiedenen  Varianten  erblicher 
Prädispositionen  spielen  vielfältige  Risikofaktoren  eine  entscheidende  Rolle  bei  der  Entstehung  von 
Darmkrebs. Wichtige Faktoren liegen in den Ernährungs- und Lebensgewohnheiten der Patienten, aber 
auch  in  Vorerkrankungen.  Ein  besonders  relevantes  Beispiel  für  den  Zusammenhang  zwischen 
Inflammation  und  Krebs  ist  die  Prädisposition  für  das  kolorektale  Karzinom  durch  chronische 
Darmentzündungen wie z.B. Morbus Crohn6.
Stadium USA7 Australien8 Großbritannien9
I/A 93 % 90 % 93,2 %
II/B 72 % bis 85 % 87 % 77,0 %
III/C 44 % bis 83 % 57 % 47,7 %
IV/D 8 % (keine Daten) 6,6 %
Tabelle  1:  5-Jahres Überlebensraten von Patienten mit  kolorektalem Karzinom nach UICC/AJCC-  oder Dukes-
Stadium. In verschiedenen Studien wurde gezeigt, dass die Überlebensrate der Darmkrebs-Patienten sinkt, je weiter 
der  Krankheitsverlauf  bei  Erstdiagnose fortgeschritten ist.  Im jeweils  frühesten  Tumorstadium (grün)  überlebt  die 
große Mehrheit der Patienten länger als fünf Jahre. Dagegen hat sich das Verhältnis überlebender zu verstorbener 
Patienten im spätesten Stadium (rot) in etwa invertiert. Demnach lassen sich fortgeschrittene kolorektale Karzinome 
nur sehr schwer therapieren.
1.3   Optionen in der Tumortherapie
Um die Auswertung und Interpretation pharmakogenetischer Daten in dieser Arbeit zu erleichtern soll im 
Folgenden ein kurzer Überblick über die therapeutischen Optionen gegeben werden. Die Auswahl der da­
bei vorgestellten Wirkstoffe richtet sich primär nach deren Relevanz für die vorliegende Arbeit und weniger 
nach deren klinischem Einsatz bei der Behandlung kolorektaler Karzinome.
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In der Onkologie steht eine große Anzahl an Substanzen zur Verfügung, die oft in ungerichtete und zielge­
richtete Wirkstoffe unterteilt werden. Diese Einteilung bezieht sich auf den Wirkmechanismus moderner 
Inhibitoren und Antikörper, die ein einzelnes Target in einem bestimmten Signalweg angreifen. Dennoch 
haben auch konventionelle Chemotherapeutika einen zielgerichteten Wirkmechanismus, der jedoch meist 
weniger vom zu behandelnden Tumortyp und der betroffenen Gewebeart abhängt.
Etoposid
Zum einen verhindert Etoposid durch eine Topoisomerase II-Inhibition die lokale Entwindung der super­
helikalen DNA-Strukur im Rahmen von Transkription und Replikation, wodurch die Zellteilung blockiert 
wird. Zum anderen verursacht der Wirkstoff Brüche in einzel- und doppelsträngiger DNA. Als Konsequenz 
des Zellzyklusarrestes und der DNA-Schädigung werden Apoptose-Mechanismen in der Zelle aktiviert.
Irinotecan
Irinotecan ist ein Topoisomerase I-Hemmer. Die Entwindung der Chromatinstruktur zum Ablesen der DNA 
durch Topoisomerase II ist nur möglich, wenn die auftretenden Überspannungskräfte (positives Supercoi­
ling) durch kontrollierte Strangbrüche reversibel aufgefangen werden. Durch die Inhibition der Typ I-Topoi­
somerasen kann diese Reaktion verhindert werden. Die DNA kann in der Folge nicht ausreichend freigelegt 
werden, sodass der Zellzyklus unterbrochen wird.
Paclitaxel
Paclitaxel ist der älteste etablierte Wirkstoff aus der Gruppe der Taxane. Es bindet an -Tubulin, blockiertβ  
den Abbau von Mikrotubuli und inhibiert so u.a. den Spindelapparat. Dadurch wird die strukturelle Organi ­
sation der Zellteilung verhindert, der Zellzyklus arretiert und Apoptose induziert.
Mitomycin C
Aus dem Pilz Streptomyces caespitosus isoliert und zunächst als Antibiotikum eingesetzt, interkaliert Mito­
mycin C in DNA-Doppelstränge. In der Folge werden die DNA-Stränge kovalent miteinander verbunden 
und können von der Zelle weder für die Transkription, noch zur DNA-Synthese im Rahmen der Zellteilung 
aufgetrennt werden.
Oxaliplatin
Platin  wird  in  Form  verschiedener  Komplexe  als  Zytostatikum 
eingesetzt. Im Oxaliplatin ist das Metallion von einem Oxalat und dem 
sogenannten  DACH-Liganden  (1,2-Diaminocyclohexan)  tetraedrisch 
komplexiert (Abbildung 1). Nach der Hydrolyse des Komplexes greift 
das zweifach positiv geladene Platin nukleophile Zentren in der DNA 
an. Es initiiert sowohl intra- und intermolekulare Crosslinks der DNA-





5-Fluoruracil  (5-FU)  ist  ein  nicht  physiologisches  Basenanalogon  und 
wird aufgrund der hohen strukturellen Ähnlichkeit von der Zelle anstelle 
der  natürlichen  Basen  Cytosin,  Thymin  oder  Uracil  in  Nukleotide 
integriert (Abbildung 2). Im Rahmen von Genexpression und Zellteilung 
werden  diese  als  Bausteine  in  DNA  und  RNA  inkorporiert  und 
verursachen Fehler in der betreffenden DNA-Sequenz. Darüber hinaus 
werden die Thymidylat-Synthase und der Exosomkomplex durch 5-FU 
inhibiert, was zusätzlich den Nukleinsäure-Stoffwechsel der Zelle stört. 
Die  Beeinträchtigung  der  Transkription  hat  im  Wesentlichen  ein 
verlangsamtes  Zellwachstum  zur  Folge,  während  die  weiteren 
Mechanismen den Zellzyklus in der Interphase arretieren lassen.
Folinsäure
Das  biologisch  aktive  Enantiomer  der  Folinsäure  ist  die  L-Folinsäure  oder  Levofolinsäure.  Über  eine 
Inhibition der Thymidylat-Synthase wird die Verfügbarkeit von Thymidin-Nukleotiden begrenzt. Dadurch 
beeinträchtigt Folinsäure die DNA-Synthese und -Reparatur und verstärkt die zytostatische Wirkung von 
5-FU in der Kombinationstherapie.
Kombinierte Therapie
Zur Erhöhung der Wirksamkeit werden die vorhandenen tumorwirksamen Substanzen in verschiedenen 
Kombinationen und aufeinander folgenden Regimen eingesetzt. In den etablierten FOLFOX- und FOLFIRI-
Protokollen  werden  dabei  Folinsäure,  5-Fluoruracil  und  Oxaliplatin  bzw.  Irinotecan  periodisch  über 
mehrere Woche verabreicht.
Sorafenib
Als  oral  verfügbarer  Small  Molecule  Inhibitor hat  Sorafenib  mehrere  Zielmoleküle  in  verschiedenen 
zellulären Signalwegen. Ein genaues Reaktionsprofil ist für diesen Multikinaseinhibitor nicht bekannt. In 
erster Linie wird aber die Signaltransduktion für zelluläres Wachstum und Proliferation beeinflusst, wie der 
EGF (Epidermal Growth Factor)- und der VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor)-Signalweg. Sorafenib 
war  lange  Zeit  der  einzige  klinisch  etablierte  Inhibitor  der  B-Raf  Kinase  und  wurde  trotz  des  relativ 
unspezifischen Interaktionsspektrums auch für in vitro Untersuchungen der MAPK-Signalwege eingesetzt.
Spezifische Inhibitoren
Seit  der  Entwicklung  von  Sorafenib  wurden  viele  weitere  inhibitorische  Wirkstoffe  erforscht,  deren 
Spezifität für ein einzelnes Zielmolekül maximiert wurde. Ein Schwerpunkt waren dabei Effektorkinasen in 
zellulären Signalwegen, die oft eine Oncogene Addiction hervorrufen können (siehe Kapitel  1.4.7). Durch 
die zunehmend erforschte Bedeutung des MAPK-Signalweges in verschiedenen Krebstypen wurden auch 
Inhibitoren  gegen  die  Effektorkinasen  unterhalb  des  EGF-Rezeptors  entwickelt.  Obwohl  dabei  mit  der 
Entwicklung  von  Substanzen  gegen  Ras-Kinasen  besonders  früh  begonnen,  konnte  sich  keiner  der 
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Kandidaten für die klinische Anwendung qualifizieren10. Seit einiger Zeit werden verstärkt zielgerichtete 
Inhibitoren gegen B-Raf und seine mutierten Varianten entwickelt. Mit Vemurafenib wurde in 2011 bereits 
der erste B-Raf Inhibitor einer neuen Generation für Melanom-Patienten zugelassen. Vemurafenib weist 
dabei eine hohe Spezifität für die V600E-mutierte Variante des B-Raf Proteins auf, zeigt aber andererseits 
eine  Aktivierung  des  Signals  in  Wildtyp-Zellen11 12.  Mit  RAF265  und  GSK2118436  stehen  weitere 
Kandidaten  in  den  Pipelines der  pharmazeutischen  Unternehmen  deren  Zulassung  in  nächster  Zeit 
erwartet wird13 14.
Monoklonale Antikörper
Die physiologischen Funktionen von Rezeptoren und anderen Molekülen der Signaltransduktion können 
mit Hilfe von Antikörpern hochselektiv blockiert werden. Erste Versuche der therapeutischen Nutzung von 
Antikörpern  schlugen  jedoch  fehl,  da  die  verwendeten 
murinen Antikörper selbst als Antigen erkannt und vom 
Immunsystem  des  Patienten  weitgehend  neutralisiert 
wurden. So wurde der erste für das kolorektale Karzinom 
zugelassene  Antikörper,  das  vollständig  murine 
Edrecolomab,  nach  wenigen  Jahren  vom  Markt 
genommen15.  Erst durch neue Technologien gelang die 
Herstellung  humanisierter  und  vollständig  humaner 
Antikörper  (Abbildung  3).  Ein  besonders  erfolgreiches 
Beispiel  ist  Bevacizumab,  der  VEGF  bindet  und  die 
Bildung  von  Blutgefäßen  verhindern  oder  reduzieren 
kann16.  Damit  wirkt  Bevacizumab  nicht  direkt  gegen 
Krebszellen,  führt  aber  zu  einer  Stagnation  des 
Tumorwachstums,  indem  die  Nährstoffversorgung 
begrenzt wird.
1.4   Merkmale einer Krebserkrankung
Im  Rahmen  dieser  Arbeit  werden  die  onkogenen  Merkmale  von  Tumorzellen  in  unterschiedlichen 
Modellsystemen  untersucht.  Einleitend  dazu  sollen  hier  die  zentralen  Charakteristika  der  Onkogenität 
vorgestellt werden, auf denen bei der Analyse und Interpretation der experimentellen Daten das Haupt­
augenmerk lag.
1.4.1  Das Hanahan-Weinberg-Modell
Trotz  der  Vielfältigkeit  von Krebserkrankungen auf  molekularer  Ebene lassen  sich  einige  gemeinsame 
Eigenschaften  in  allen  Tumorzellen  finden.  Das  Modell  von  Hanahan  und  Weinberg  beschreibt  sechs 
grundlegende Kompetenzen, mit denen der Phänotyp einer Krebszelle beschrieben werden kann17:
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Abbildung  3:  Schematische Darstellung muriner, 
humanisierter  und  humaner  Antikörper. Die 
Nomenklatur therapeutisch eingesetzter Antikörper 
richtet  sich  nach  dem  Anteil  humaner  Domänen. 
Anstatt  muriner  Antikörper  werden  humanisierte 








• Krebszellen versorgen sich selbst mit Wachstumssignalen.
• Sie sind unempfindlich auf Signale zur Inhibition der Proliferation.
• Krebszellen sind resistent gegen Zelltod.
• Sie stimulieren zur eigenen Versorgung die Angiogenese.
• Die Zellen können sich unbegrenzt oft teilen.
• Sie dringen in umliegendes Gewebe ein und metastasieren.
In einer Neuauflage dieses Modells haben die Autoren die Liste der zentralen Merkmale einer vollständig 
entarteten Krebszelle um vier zusätzliche Punkte erweitert18:
• Krebszellen weisen einen abnormalen Stoffwechsel auf.
• Sie können die Mechanismen des Immunsystems umgehen.
• Sie zeigen chromosomale Abnormalitäten oder DNA-Instabilität.
• Krebszellen weisen Entzündungsprozesse auf und profitierten von diesen.
Dabei ist es von untergeordneter Rolle, über welchen Signalweg oder welche Kombination aus unterge­
ordneten Effekten die einzelnen Kompetenzen erworben werden. Allein für die Beeinflussung des Zell­
zyklus, der für die drei erstgenannten Kompetenzen eine entscheidende Rolle spielt, schlagen die Autoren 
ein Netzwerk aus mindestens zehn zellulären Signalwegen vor.
Bereits im ursprünglichen Hanahan-Weinberg-Modell ist die Reihenfolge der sechs zentralen Kompetenzen 
nicht  vollständig  beliebig,  sondern  folgt  einer  von  zunächst  fünf  vorgeschlagenen  Sequenzen.  Dabei 
scheinen diese möglichen Wege der Kanzerogenese durchaus mit dem klassischen Sequenzmodell  aus 
Initiation, Progression und Metastasierung vereinbar. Die meisten Eigenschaften können dazu entweder als 
frühe oder späte Ereignisse interpretiert werden. So ist allen postulierten Kompetenz-Sequenzen gemein, 
dass  die  Selbstversorgung mit  Wachstumssignalen und Apoptoseresistenz  am Anfang stehen,  während 
unbegrenzte Replikation und die Fähigkeit zur Invasion und Metastasierung erst spät erworben werden.
Besonders deutlich werden die Gemeinsamkeiten der verschiedenen Modelle, wenn man berücksichtigt, 
dass die überwiegende Anzahl  der von Hanahan und Weinberg beschriebenen Kompetenzen auch auf 
gutartige Tumoren zutreffen. Von den sechs initial genannten Merkmalen ist sogar nur die Invasions- und 
Metastasierungsfähigkeit  per  Definition  exklusiv  bei  Karzinomen  zu  finden19.  Diese  große 
Übereinstimmung zwischen benignen und malignen Tumormerkmalen steht eindeutig im Einklang mit der 
Vorstellung einer Adenom-Karzinom-Sequenz.
Im Folgenden soll auf einzelne Kompetenzen von Krebszellen näher eingegangen werden.
1.4.2  Resistenz gegen Zelltod
Zelltod kann in verschiedenen Formen auftreten und läuft entweder von der zellulären Programmierung 
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weitgehend kontrolliert ab, oder wird der Zelle von äußeren Bedingungen aufgezwungen. In der Regel sind 
Krebszellen  für  die  verschiedenen  Zelltod-induzierenden  Mechanismen  deutlich  weniger  sensibel  als 
normale Zellen20.
Als  Apoptose  oder  physiologischen  Zelltod  bezeichnet  man  Prozesse,  mit  denen  Zellen  auf  äußere 
Bedingungen (extrinsischer Weg) oder innere Einflüsse (intrinsische Apoptose) reagieren. Die extrinsische 
Variante wird durch Zellkontakte mit Immunzellen oder über die Bindung von Liganden an sogenannte 
Todesrezeptoren  vermittelt.  Intrinsische  Apoptose  wird  dagegen  durch  oxidativen  Stress  oder 
umfangreiche Schädigungen des Erbgutes ausgelöst. Der Zelltod wird im Rahmen der Apoptose von der 
Zelle selbst veranlasst und wird mechanistisch im Wesentlichen über Caspase-Kaskaden gesteuert. Allen 
dieser Kaskaden ist die Rekrutierung der Caspase 3 gemeinsam, die dabei durch Spaltung in ihre aktivierte 
Form überführt  wird.  Der  Nachweis  gespaltener  Caspase 3  gilt  daher  als  mechanistischer  Beleg  einer 
Apoptose-Programmierung.
Das  fremdbestimmte  Analogon  zur  Apoptose  ist  die  Nekrose,  die  auch  als  pathologischer  Zelltod 
bezeichnet wird. Sie kann u.a. durch Verletzungen, Entzündungen oder Gifte ausgelöst werden und wird im 
Gegensatz zur Apoptose nicht durch endogene Mechanismen kontrolliert. Apoptose und Nekrose treten im 
Experiment häufig gemeinsam in unterschiedlichen Ausmaßen auf und können nur schwer voneinander 
unterschieden werden. Allerdings wird im Rahmen der Nekrose vor der Zelllyse zunächst eine Zunahme 
des Zellvolumens beobachtet, die bei apoptotischen Zellen in dieser Form nicht auftritt.
1.4.3  Selbstversorgung mit Wachstumssignalen
Die meisten kultivierten Zellen werden durch Wachstumsfaktoren aus fetalem bovinem Serum (FBS) zur 
Proliferation  angeregt.  Tatsächlich  sind  viele  Krebszellen  aber  weitgehend  unempfindlich  gegen  eine 
eingeschränkte Versorgung mit Serum. Um die physiologischen Mechanismen zur Proliferationskontrolle 
zu  umgehen,  haben  diese  Zellen  die  Kompetenz  erworben,  sich  selbst  mit  Wachstumssignalen  zu 
stimulieren21. Diese Unabhängigkeit von äußeren Faktoren wird meistens durch hyperaktivierte Signalwege 
erreicht,  die  in  der  Regel  wiederum auf  Punktmutationen,  genetischer  Instabilität  oder epigenetischen 
Veränderungen beruhen.
1.4.4  Resistenz gegen Inhibition der Proliferation
Tumorzellen können physiologische Mechanismen zur Kontrolle der Proliferation in Normalgewebe auf 
verschiedene  Art  und  Weise  umgehen22.  Ein  Beispiel  für  einen  solchen  Kontrollmechanismus  ist  die 
Kontaktinhibition23. Im homöostatischen Gleichgewicht wird die Zellteilung bei einem engen Kontakt mit 
Nachbarzellen verlangsamt oder eingestellt. Dies ist nicht nur für die Aufrechterhaltung des umliegenden 
Gewebes nötig, sondern oft essentiell für die Versorgung und die physiologische Funktion der Zellen.
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1.4.5  Entzündung
In der Mikroumgebung von Tumoren werden Proliferation und Zellmigration durch entzündliche Prozesse 
stimuliert. Darüber hinaus benutzen Krebszellen Selektine, Chemokine und deren Rezeptoren zur Invasion, 
Migration und Metastasierung24. Nachdem Tumorzellen also inflammatorische Mechanismen rekrutieren, 
verwundert es nicht, dass chronische Entzündungen einen starken Risikofaktor für Krebs darstellen. Etwa 
15 % aller bösartiger Tumoren entstehen aus Entzündungen25.
1.4.6  Invasivität und Metastasierung
Zur Überwindung physiologischer Barrieren zwischen verschiedenen Gewebearten nehmen ursprünglich 
epitheliale Krebszellen einen mesenchymalen Phänotyp an26. Zu den davon betroffenen Eigenschaften ge­
hört vor allem eine Polarisierung der Zelle, mit der das Epithelgewebe den Kontakt zur Basalmembran her­
stellt. Krebszellen verlieren die Polarisierung, regulieren Adhäsionsmoleküle wie E-Cadherin herunter und 
lösen die Zellkontakte27. Dieser Vorgang wird als Epithelial-mesenchymale Transistion (EMT) bezeichnet.
1.4.7  Redundanz und Oncogene Addiction
Ein weiteres Phänomen, das in vielen Krebszellen auftritt, ist die große Abhängigkeit des Phänotyps von 
einzelnen  molekularen  Ereignissen.  In  zellulären  Prozessen,  allen  voran  in  der  Signaltransduktion, 
bestehen häufig redundante Systeme nebeneinander.  Die meisten Enzyme erkennen mehrere Substrate 
und oft können einzelne Reaktionen von unterschiedlichen Enzymen katalysiert werden28. Fällt in einem 
Signalweg ein Baustein aus, kann die Funktion von anderen Molekülen übernommen werden. Der Ausfall 
einer  ganzen  Signalkaskade  kann  in  vielen  Fällen  über  alternative  Signalwege  wenigstens  teilweise 
aufgefangen  werden,  sodass  die  Signaltransduktion  nicht  unter  ein  physiologisches  Minimum  sinkt. 
Krebszellen verfügen für viele ihrer hyperaktivierten Signalkaskaden nicht über eine solche Redundanz, 
sondern zeigen eine funktionale Abhängigkeit von bestimmten Schlüsselgenen. Sind für die Zelle lebens­
wichtige Funktionen von dieser Abhängigkeit betroffen, spricht man von einer Oncogene Addiction29.
Diese Bezeichnung ist insoweit irreführend, als dass dabei nicht immer die Aktivierung eines Onkogens zu 
Grunde liegen muss, sondern auch ein Tumor supprimierender Mechanismus inaktiviert werden kann. Da 
diese Eigenschaft nicht in allen Krebszellen zu beobachten ist, wurde sie nicht in den Kanon von Hanahan 
und Weinberg aufgenommen.
1.5   Modelle der kolorektalen Karzinogenese
Im Rahmen der zwei wichtigsten Modellvorstellungen für die Entwicklung kolorektaler Karzinome wird die 
Bedeutung einzelner onkogener Merkmale für die kolorektale Karzinogenese beschrieben. Dabei können 
durch statistische Korrelationen und pathologische Erfahrung oft klinische Beobachtungen und molekulare 
Ereignisse zueinander in Beziehung gesetzt werden. Eine solche Zuordnung ermöglicht die Beurteilung 
einzelner Moleküle wie B-Raf oder E-Cadherin hinsichtlich ihrer Eignung als therapeutische Zielstrukturen.
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1.5.1  Das Vogelstein-Modell
Die Entstehung von Darmkrebs verläuft in der Regel über einen langen Zeitraum. Im Gegensatz zu den 
meisten anderen Krebsentitäten kann die Entwicklung von Tumoren im Darm mit Hilfe der Koloskopie 
relativ  gut beobachtet  werden.  Diese Umstände führten früh zu einer konkreten Modellvorstellung der 
kolorektalen Karzinogenese. In einem von Bert Vogelstein Ende der 1980er Jahre beschriebenen Modell 
entwickelt sich Darmkrebs stufenweise durch die Akkumulation genetischer Mutationen in einer einzelnen 
Zelle und durchläuft dabei eine Adenom-Karzinom-Sequenz (Abbildung 4)30 31 32. Nachdem man zunächst 
von einer weitgehend beliebigen Reihenfolge der postulierten vier bis fünf onkogenen Mutationen ausging, 
wurde in weiterentwickelten Versionen dieses Modells zwischen frühen und späten Mutationsereignissen 
unterschieden33. In frühen und mittleren Stadien sind verstärkte Proliferation, eine beeinträchtigte DNA-
Reparatur, die Überwindung zellulärer Seneszenzmechanismen, Apoptoseresistenz und Vaskulogenese die 
zentralen Kompetenzen,  die  der  Tumor durch Mutationen an bestimmten Stellen der  verantwortlichen 
Signalwege erwirbt. Im Weiteren kann das tumoröse Gewebe eine erhöhte Invasivität durch Veränderung 
der Zell-Zell-Interaktion und schließlich die Fähigkeit zur Migration und Metastasierung erwerben.
Zunehmend wurde das Modell er­
weitert, z.B. indem Defekte in ver­
schiedenen  Enzymen  der  DNA-
Reparatur als alternative Ereignis­
se  zur  p53-Mutation  aufgenom­
men wurden34. Mit der zunehmen­
den  Entdeckung  epigenetischer 
Mechanismen  wurde  die  Defini­
tion eines Ereignisses oder Hits erweitert und blieb nicht mehr auf genetische Mutationen beschränkt. Die 
grundlegende  Einsicht,  dass  Darmkrebs  auf  bestimmten  molekularen  Schlüsselereignissen  beruht,  die 
sequenziell  in  einer  entartenden Zelle  akkumulieren,  blieb dabei  jedoch  stets  erhalten.  Dieses  Prinzip 
wurde in der Folge auch auf weitere Krebserkrankungen übertragen.
Das Modell beschreibt nicht nur die Karzinogenese auf molekularer Ebene, sondern kann auch zur Erklä­
rung von klinischen Beobachtungen herangezogen werden. Bei Neoplasien, die im Rahmen regelmäßiger 
Vorsorge-Koloskopien entdeckt und entfernt werden, handelt es sich mit relativ hoher Wahrscheinlichkeit 
um Tumoren in früheren Stadien35. Maligne Kompetenzen liegen hier nur begrenzt vor, was die vollständi­
ge  Heilung  oder  zumindest  eine  langfristige  Kontrolle  der  Krankheit  durch  Polypektomien  oder 
chirurgische  Eingriffe  ermöglicht.  Dementsprechend  treten  Erstdiagnosen  in  fortgeschrittenen  Stadien 
häufig bei Patienten auf, die nicht regelmäßig, sondern erst aufgrund deutlicher Symptome eine Koloskopie 
vornehmen lassen. Die schlechtere Prognose dieser Patienten kann im Vogelstein-Modell vor allem durch 
zwei Zusammenhänge erklärt  werden. Zum einen ist  hier die vollständige Resektion des Primärtumors 
durch eine hohe Infiltration der umliegenden Gewebeschichten oft nicht mehr möglich, oder es ist bereits 
zur  Bildung  von  Metastasen  gekommen.  Zum  anderen  weisen  viele  fortgeschrittene  Tumoren  eine 
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Abbildung  4:  Schematische  Darstellung  des  Vogelstein-Modells  zur 
kolorektalen Karzinogenese. Nach Vogelstein basiert  die Krebsentstehung 
im Darm auf einer Adenom-Karzinom-Sequenz.
AdenomNormalgewebe Karzinom
Mehrfachresistenz (Multiple Drug Resistance) auf, also eine Resistenz gegen gleich mehrere in der Klinik 
etablierte Wirkstoffe, für die weitere Mutationen verantwortlich gemacht werden.
Das Vogelstein-Modell betont vor allem die Bedeutung des Wnt-Signalwegs für die Entstehung von Darm­
krebs. Inaktivierung des Tumorsuppressors APC und deregulierte Proteinspiegel von -Catenin stellen zenβ ­
trale Mechanismen der Tumorgenese in vielen Darmkrebs-Patienten dar. Damit ist das Wnt-Signaling der 
klassische und vermutlich am besten untersuchte Signalweg im kolorektalen Karzinom. Da in der vorlie­
genden Arbeit nur vereinzelt auf diesen Signalweg eingegangen wird, soll an dieser Stelle keine detaillierte 
Besprechung erfolgen,  sondern auf  zusammenfassende Literatur und auf  die  Wnt-Homepage von Roel 
Nusse verwiesen werden36 37 38.
1.5.2  Das Jass-Modell
Das bislang jüngste Modell zur kolorektalen Krebsentstehung wurde von J. R. Jass an der McGill University 
entwickelt und dient vor allem der Klassifikation der Tumoren hinsichtlich einer optimalen Behandlung 39 40. 
Als Pathologe trug Jass insbesondere der pathologischen Erfahrung Rechnung, dass bestimmte molekulare 
Ereignisse im kolorektalen Karzinom häufig gemeinsam auftreten. Daraus wurde gefolgert, dass die Kanze­
rogenese zwar auf verschiedenen Wegen erfolgen kann, dass diesen Pathways aber in der Regel bestimmte 
Grundstrukturen zu Grunde liegen. Das Modell basierte ursprünglich auf nur zwei molekularen Markern 
zur Klassifizierung der Tumoren in mindestens fünf Subpopulationen. Auch in den folgenden Modellvarian­
ten und -weiterentwicklungen wird im Vergleich zu anderen Modellen immer nur mit relativ wenigen mole­
kularen  Markern  gearbeitet  (Abbildung  5).  Die 
wichtigsten und am häufigsten verwendeten Marker 
sind  Mikrosatelliten-Instabilität  (MSI)  und  der  CpG-
Insel Methylierungsphänotyp (CIMP).
Als Mikrosatelliteninstabilität bezeichnet man Abwei­
chungen in der Länge repetitiver Sequenzen bei der 
DNA-Replikation41. Dabei werden je nach Konvention 
sechs  bis  zehn  Regionen  mit  repetitiven  Elementen 
analysiert. Nach der relativen Anzahl der veränderten 
Lozi wird zwischen MSI-high, MSI-low und MSS (Mi­
krosatelliten-stabil)  unterschieden42.  Die  MSI-Phäno­
typen  werden  in  der  Regel  durch  eine  fehlerhafte 
DNA-Reparatur (z.B.  Defekte im  MLH1-Gen) hervor­
gerufen.  MSI deutet  auf  eine  erhöhte  Suszeptibilität 
gegenüber  Mutationen hin,  wie sie  in  sequenziellen 
Kanzerogenese-Modellen für die Initiationsphase pos­
tuliert wird.
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Abbildung  5:  Einteilung  kolorektaler  Karzinome 
anhand  molekularer  Klassifikatoren  nach  Jass. 
Verschiedene  molekulare  Marker  korrelieren  in 
kolorektalen  Tumorproben.  Eine  V600E-Mutation  in 
B-Raf  geht  in  der  Regel  mit  einer  hohen  Promoter-
Methylierung  und  einem  Mikrosatelliten-instabilen 
Phänotyp einher.
CpG-Inseln  sind  Abschnitte  in  eukaryontischen  Promotorsequenzen,  die  mehrere  hundert  bis  wenige 
tausend Basenpaare lang sein können und einen überdurchschnittlichen Anteil  an Cytosin-phophatidyl-
Guanosin-Dinukleotiden aufweisen. Die Cytidin-Reste in beliebigen CpG-Dinukleotiden des menschlichen 
Genoms liegen  überwiegend  methyliert  vor.  Nur  in  den  CpG-Inseln  der  Promotorregionen  kann  diese 
Methylierung dauerhaft  unterdrückt werden. Promotoren mit einem dennoch hohen Anteil  methylierter 
CpG-Inseln führen in der Regel dazu, dass die entsprechenden Gene nur noch sehr schwach exprimiert 
werden (Gene Silencing). Zur Bestimmung des CIMP-Status hat sich das Markerpanel von Weisenberger 
et al. weitgehend durchgesetzt, bei dem die Promotoren der Gene  CACNA1G,  IGF2,  NEUROG1,  RUNX3 
und  SOCS1 auf  CpG-Methylierung  untersucht  werden43.  Dabei  wird  je  nach  Anteil  der  inaktivierten 
Promotor zwischen CIMP-high, CIMP-low und CIMP-negative unterschieden.
Im Jass-Modell wird berücksichtigt, dass einige wichtige molekulare Marker des kolorektalen Karzinoms 
miteinander korrelieren. So kommt CIMP-low fast ausschließlich in Kombination mit MSS oder MSI-low 
vor. Zudem findet sich in diesen Tumoren regelmäßig eine Mutation des KRAS-Gens. Dagegen korreliert 
CIMP-high mit einer Mutation des BRAF-Gens, kann aber sowohl als MSI-high, als auch als moderater oder 
negativer MSI-Phänotyp vorliegen. Auf dieser Grundlage und zusammen mit klinischen Erfahrungen und 
morphologischen Beobachtungen führte Jass die folgende Klassifikation ein (siehe Abbildung 5)40:
• Typ 1: CIMP-high und MSI-high, assoziiert mit BRAF-Mutation
• Typ 2: CIMP-high und MSS/MSI-low, assoziiert mit BRAF-Mutation
• Typ 3: CIMP-low und MSS/MSI-low, assoziiert mit KRAS-Mutation
• Typ 4: CIMP-negative und MSS
• Typ 5: CIMP-negative und MSI-high
Dabei entstehen Typ 1 und 
Typ 2 aus Vorstufen mit ser­
ratierter Morphologie, wäh­
rend Typ 4 und Typ 5 einer 
Adenom-Karzinom-Sequenz 
mit  zumeist  tubulärer  Mor­
phologie entspringen.
Auch das Jass-Modell wurde 
modifiziert und weiterentwi­
ckelt,  insbesondere  durch 
die  Annahme,  dass  geneti­
sche Instabilität eine Grund­
voraussetzung für die Karzi­
nogenese  ist.  Sporadische 
kolorektale  Karzinome  be­
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Abbildung  6:  Die  kolorektale  Karzinogenese  kann  auf  verschiedenen  Wegen 
verlaufen. Molekulare  Ereignisse  korrelieren  in  der  kolorektalen  Karzinogenese 
sowohl miteinander, als auch mit der Morphologie adenomatöser Zwischenstufen. 
Dabei wird zwischen mindestens drei solcher Entstehungswege unterschieden. In 

















sitzen demnach entweder einen MSI-Phänotyp oder zeigen chromosomale Instabilität (CIN)44. Um dieses 
Konzept erweitert und auf nicht-erbliche Fälle beschränkt, lässt sich das Modell zu einem dreigliedrigen 
Ansatz vereinfachen (Abbildung 6).
Folglich kann spätestens seit der Publikation des Jass-Modells Darmkrebs als ein Sammelbegriff für bis zu 
fünf  verschiedene molekulare Entitäten verstanden werden, deren Entstehungswege sich teilweise sehr 
scharf voneinander abgrenzen lassen. Physiologisch im gleichen Organ, handelt es ich somit um verschie­
dene molekulare Entitäten.
1.6   Zelluläre Signalwege
Um die Interpretation der experimentellen Daten zum BRAF-Modell in dieser Arbeit zu erleichtern, soll im 
folgenden auf die zugehörigen zellulären Effektorkaskaden des MAPK-Signalwegs eingegangen werden.
1.6.1  Der MAP-Kinase Signalweg
Bereits im Vogelstein-Modell wird der Stellenwert des MAPK-Signalings für die kolorektale Karzinogenese 
beschrieben. In den Arbeiten von Jass spielt dieser Signalweg eine zentrale Rolle zur Unterscheidung der 
Darmkrebs-Subtypen. Die MAPK-Signaltransduktion ist vergleichsweise umfangreich erforscht und lässt 
sich in drei Teilbereiche gliedern, die weitgehend parallel 
zueinander angeordnet sind. Im Rahmen des kolorektalen 
Karzinoms  ist  dabei  im  Wesentlichen  eine  Hyper­
aktivierung der eigentlichen Mitogen-aktivierten Kaskade 
von  Bedeutung.  Alternative  Signalkaskaden  über  p38 
oder JNK (c-Jun N-terminale Kinase) sind ebenfalls gut 
untersucht, spielen jedoch bei der Darmkrebsentstehung 
eine untergeordnete Rolle.
Die Mitogen-aktivierte Kaskade wird nach ihren Effektor­
kinasen  auch  Ras/Raf/Mek/Erk-Kaskade  genannt 
(Abbildung 7). Mit ihr reagiert die Zelle auf die Bindung 
extrazellulärer Signale an die entsprechenden Rezeptor-
Tyrosin-Kinasen (RTK).  Neben dem EGF-Rezeptor kann 
diese Kaskade vom PDGF-, FGF- und den Trk-Rezeptoren 
aktiviert werden. Nach der Bindung des Liganden dimeri­
sieren die Rezeptoren und rekrutieren verschiedene Ko­
faktoren an die Membran, woraufhin Ras durch Phospho­
rylierung aktiviert  wird.  Die Effektoren der Ras-Familie 
sind kleine GTPasen, die über einen Farnesyl-Anker an 
die Membran gebundenen sind.
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Abbildung  7:  Die  Ras/Raf/Mek/Erk-Kaskade  im 
MAPK-Signalweg. Die  sogenannte  Mitogen-
aktivierte  Kaskade  beginnt  mit  den 
membranständigen  Ras-Kinasen,  und  verläuft  im 
Weiteren zytosolisch über Raf, Mek 1/2 und Erk 1/2.
Unterhalb der Ras-Kinasen verläuft die Kaskade zytosolisch indem zunächst die Serin/Threonin-Kinasen 
der Raf-Familie phosphoryliert werden. Deren einzige bekannte Substrate sind die MAPK-Kinasen Mek 1 
und  Mek 2,  die  wiederum  die  eigentlichen  MAP-Kinasen  der  Erk-Proteinfamilie  aktivieren.  Einerseits 
werden durch Erk 1/2 bereits im Zytosol Transkriptions- und Translationsfaktoren aktiviert. Andererseits 
transloziert die phosphorylierte Kinase selbst in den Nukleus, um dort ein umfangreiches Netzwerk von 
Faktoren zu aktivieren. Durch das spezifische Profil der regulierten Gene wirkt sich eine Erk-Aktivierung 
hauptsächlich auf die Proliferation und Differenzierung einer Zelle aus.
1.6.2  Hyperaktivierung des MAPK-Signalweges
Eine Sensitivierung auf mitogene Signale kann von einer 
Zelle durch eine temporär verstärkte Expression des EGFR-
Gens erreicht werden. Dieser Vorgang wird von der Zelle 
genutzt,  um  sich  vorübergehend  an  suboptimale 
Bedingungen  anzupassen  und  ist  reversibel.  In 
Tumorzellen  findet  dagegen  häufig  eine  dauerhafte  und 
irreversible  Veränderung  des  EGFR-Status  statt.  Dabei 
kann  es  zu  einer  von  mehreren  möglichen  Mutationen 
innerhalb  der  konservierten  Motive  der  Tyrosinkinase-
Domäne kommen.  Solche Mutationen des EGF-Rezeptors 
werden in Darmkrebs-Patienten allerdings nur sehr selten 
gefunden45.  Ein  anderer  Mechanismus  besteht  in  der 
sogenannten  EGFR-Amplifikation,  bei  der  es  zu  einer 
Überexpression durch den Einbau mehrerer Genkopien in 
das  Genom  der  Zelle  kommt.  Dieser  Mechanismus  im 
Kontext  des  kolorektalen  Karzinoms  ist  Gegenstand 
verschiedener Studien46.
In etwa 40 % aller kolorektalen Tumoren liegen Mutationen in Exon 12 oder Exon 13 des KRAS-Gens vor, 
während die weiteren Gene der  RAS-Familie hier eine untergeordnete Rolle spielen. Durch die Mutation 
der katalytischen Domäne von K-Ras kommt es zu einer konstitutiven Aktivierung der Kinase und zum 
Kurzschluss  des  Signalwegs.  Die  Zelle  kann  sich  über  diesen  Mechanismus  in  Abwesenheit  von 
Wachstumsfaktoren selbständig mit mitogenen Signalen versorgen.
Auch auf der nächsten Stufe der Effektorenkette kann es durch Mutationen zur konstitutiven Aktivierung 
des Signalwegs kommen. Während A-Raf und C-Raf kaum davon betroffen sind, weisen 10 % bis 18 % 
aller kolorektalen Karzinome eine Mutation des  BRAF-Gens auf. Mutationen auf der Ebene von Mek 1/2 
oder Erk 1/2 sind selten und scheinen kein großes onkogenes Potential zu haben (Abbildung 8)47 48.
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Abbildung  8:  Mutationsziele  in  der  Mitogen-
aktivierten Signalkaskade. Durch Mutationen auf 
Ebene  von  EGFR,  Ras  oder  Raf  (rote  Symbole) 
wird  die  Signalkaskade  hyperaktiviert  (rote 
Pfeile). Mutationen in Mek 1/2 und Erk 1/2 spielen 
dagegen  keine  Rolle  für  die  kolorektale 
Karzinogenese.
1.6.3  Wechselwirkungen zwischen Signalwegen
Die  Beschreibung  der  Signalwege  in  Form  linearer 
Kaskaden  vereinfacht  die  tatsächliche  Komplexität  des 
verzweigten  Netzwerkes  der  zellulären  Signaltrans­
duktion.
Einerseits  sind  für  einige  Stufen  der  Kaskaden  Kofak­
toren  nötig,  die  an  anderer  Stelle  eine  weitere  Rolle 
spielen können. Andererseits erkennen viele der beteilig­
ten Moleküle mehr als ein Substrat. Hierbei kann es sich 
um  eine  Redundanz  handeln,  bei  der  alternative  Iso­
formen  oder  verwandte  Proteine  ein  Signalmolekül  in 
seiner  Funktion  ersetzen.  Von  einigen  Effektoren  ist 
allerdings  bekannt,  dass  sie  durch  verschiedene 
Substrate  auch  mehrere  Funktionen,  bis  hin  zur 
Schnittstelle  zu  anderen  Signalwegen,  in  der  Zelle 
einnehmen  können  (Abbildung  9).  Solche  Zusatzfunk­
tionen  sind  oft  schwer  nachzuweisen,  weil  sie  vom 
bekannten  Haupteffekt  überdeckt  oder  im  experimen­
tellen Readout erst gar nicht erfasst werden. Ein Beispiel 
ist  die  Phosphorylierung  von  Erk 1/2,  die  je  nach 
paralleler  Aktivität  des  PI3K/Akt-Signalweges  zur 
Proliferation  oder  Differenzierung  der  Zellen  führen 
kann49.
1.7   BRAF als Onkogen
1.7.1  Proto-Onkogene
Die zellulären Pathways zur Signaltransduktion werden oft durch einzelne Onkoproteine hyperaktiviert. Der 
Begriff  Onkogen  entstammt  in  historischer  Hinsicht  der  infektiologisch-onkologischen  Forschung  und 
beschreibt dort Gene aus Tumor-induzierenden Viren. Im Genom höherer Organismen finden sich häufig 
Sequenzen  mit  hoher  Homologie  zu  diesen  Onkogenen.  Diese  Gemeinsamkeit  zwischen  viralen  und 
eukaryontischen Genen lässt sich evolutionsbiologisch erklären, indem mRNA-Transkripte des Wirtes in 
infizierten  Zellen  revers  transkribiert  und  in  das  Genom  des  Virus  aufgenommen  wurden.  Bei  der 
Übertragung  zwischen  den  Spezies  sind  dabei  regulatorische  Sequenzen  wie  z.B.  Bindedomänen  für 
übergeordnete Effektorkinasen verloren gegangen50.
Proteine, die den Viren nach dem Verlust ihrer Regulierbarkeit zur Tumorinduktion dienen, haben auch im 
Wirtsorganismus ein onkogenes Potential. Die entscheidenden Voraussetzungen für dessen Entfaltung sind 
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die  Entwicklung einer  supraphysiologischen Enzymaktivität  oder  ein  Verlust  der  Regulierbarkeit  durch 
Mutationen,  sowie  die  Überexpression  durch  epigenetische  oder  chromosomale  Mechanismen.  Diese 
molekularen Ereignisse,  durch die es zur Aktivierung eines Onkogens kommt, können von Tumorzellen 
auch zur Überwindung Tumor supprimierender Proteine eingesetzt werden.
1.7.2  Das Onkogen BRAF
Um die Auswirkungen der V600E-Mutation in B-Raf und der im Ergebnisteil vorgestellten Isoformen auf 
die Funktion der Kinase zu veranschaulichen, soll ein kurzer Überblick über den strukturellen Aufbau des 
Proteins gegeben werden.
Die Kinase B-Raf wurde als klassisches Proto-Onkogen eines murinen Sarkomvirus von Ulf Rapp entdeckt 
und charakterisiert51 52 53. Onkogene Mutationen sind u.a. mit Melanomen, Schilddrüsen- und Darmkrebs 
assoziiert. Dabei kommt B-Raf eine besondere Bedeutung in der Klassifikation des kolorektalen Karzinoms 
zu (siehe Kapitel 1.5.2).
Das BRAF-Gen enthält 18 Exons, die zu einer knapp 3 000 Basenpaaren langen mRNA transkribiert werden 
(Abbildung 10). Das Genprodukt weist eine Länge von 766 Aminosäuren und ein Molekulargewicht von 
etwa 90 kDa auf. In der Primärstruktur finden sich drei Domänen, die sowohl zwischen verschiedenen Spe­
zies hochkonserviert sind, als 
auch  bekannte  funktionale 
Motive aufweisen. Die N-ter­
minale  Sequenz  CR1  (con­
served  region  1) beinhaltet 
eine  Domäne  zur  Ras-Bin­
dung und eine Cystein-reiche 
Domäne zwischen Histidin235 und Cystein280 zur Komplexierung zweier Zink-Ionen. Die zentral lokalisierte 
CR2 ist eine kurze Erkennungs-Sequenz für die Proteinkinase Akt und kann von dieser an Serin365 phospho­
ryliert werden. Die konservierte Region CR3 liegt C-terminal, umfasst etwa die Hälfte des Proteins und 
beinhaltet die wichtigsten funktionalen Elemente zur Entfaltung der Kinase-Aktivität.
Den Anfang von CR3 bildet die negativ-regulatorische N-Region. Dieses Motiv besteht in A-Raf und C-Raf 
in Form einer SSYY-Sequenz, in der die erste und vierte Aminosäure phosphoryliert werden, um die Kinase 
zu aktivieren54 55. In B-Raf lautet die Sequenz SSDD, wobei das vordere Serin446 konstitutiv phosphoryliert 
vorliegt. Durch die stark polaren Aspartat-Reste wird die Polarität eines phosphorylierten Tyrosins ersetzt. 
In B-Raf fehlt somit eine wichtige Regulationsmöglichkeit, wodurch andere Sequenzmotive zu Sollbruch­
stellen im Sinne onkogener Mutationen werden56 57. Hierin wird eine zentrale Ursache für das Phänomen 
vermutet, dass mutiertes B-Raf wesentlich häufiger mit Krebs assoziiert ist, als die anderen Raf-Kinasen.
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Abbildung  10:  Schematische  Darstellung  der  Strukturen  von  mRNA  und 
Aminosäuresequenz für B-Raf. Das  BRAF-Gen besteht aus 18 Exons (oben).  Im 
Genprodukt  (unten)  finden  sich  konservierte  Regionen  (CR1-3),  die  wichtige 











Im weiteren Verlauf der CR3 liegt eine ATP-bindende Domäne mit dem typischen GxGxxG-Strukturmotiv, 
auch G-Loop genannt, zur Komplexierung des Triphosphat-Restes. Ebenfalls für die ATP-Bindung relevant 
sind  die  Sequenzen  D594F595G596 und  A621P622E623,  die  zwischen  den  meisten  Proteinkinasen  konserviert 
sind58. Des Weiteren finden sich in CR3 zahlreiche Phosphorylierungsstellen, die für die Transaktivierung, 
Dimerisierung oder Interaktion mit anderen Proteinen verantwortlich sind. Das wichtigste Motiv dabei ist 
die  TVKS-Sequenz,  die  die  Transaktivierung  des  Substrates  Mek 1/2  katalysiert.  TVKS  stellt  den  mit 
Abstand gravierendsten Hot-Spot für Mutationen in B-Raf dar.
Insgesamt sind mindestens 47 verschiedene Mutationen in B-Raf beschrieben, von denen viele mit Krebs 
assoziiert  werden, die meisten jedoch sehr selten auftreten. Die große Ausnahme ist  dabei die V600E-
Mutation im TVKS-Motiv, auf die etwa 80 % aller Mutationsereignisse in B-Raf entfallen59. Analog zum 
SSYY-Motiv  wird  dabei  ein  unpolarer  Aminosäure-Rest  durch einen stark  polaren ersetzt.  Im Wildtyp-
Protein  werden  Threonin599 und  Serin602 phosphoryliert,  um  die  Kinase  zu  aktivieren60.  Nach  der 
Substitution wird die Elektronendichte der Phosphate an Threonin und Serin durch das negativ geladene 
Glutamat in deren Nachbarschaft ersetzt und es kommt zur konstitutionellen Aktivierung von B-Raf.
1.7.3  Klinische Bedeutung
Über die Bedeutung von B-RafV600E als Onkogen sind bereits viele klinische Einzelheiten bekannt. An dieser 
Stelle erfolgt eine Zusammenfassung der wichtigsten Daten.
Bereits in frühen Arbeiten von Vogelstein wird eine gegenseitige Exklusivität des mutierten B-RafV600E und 
Mutationen in Codon 12 oder Codon 13 von K-Ras postuliert. Dem Modell zufolge ist die Signalkaskade 
nach bereits einer dieser Mutationen hinreichend hyperaktiviert. Als ein Zusammenhang zwischen KRAS-
Mutationen und der Resistenz gegen EGFR-Antikörper nachgewiesen werden konnte, wurde ein solcher 
Zusammenhang auch  für  B-RafV600E vermutet61 62.  Im Folgenden wurde  die  prädiktive  Aussagekraft  der 
BRAF-Mutation für die EGFR-Therapie sowohl als einzelner Marker, wie auch als Teil eines Markerpanels 
in  multivariaten  Analysen  zunächst  weiter  erhärtet63.  Eine  statistisch  sichere  Untersuchung  in  einem 
prospektiven Setup mit  ausreichend großer Fallzahl stand aber lange Zeit aus und konnte erst durch die 
fortschreitende  Auswertung  der  CRYSTAL-Studie  erfolgen64 65.  Dabei  konnte  gezeigt  werden,  dass  die 
BRAF-Mutation nicht  als prädiktiver Marker für die Therapie mit Antikörpern gegen den EGF-Rezeptor 
geeignet ist66.
Demgegenüber  ist  eine  Bestimmung  des  BRAF-Status  in  Tumoren  vor  der  Gabe  B-Raf  inhibierender 
Wirkstoffe wie Vemurafenib in jedem Fall indiziert67. Besonders vor dem Hintergrund der Hyperaktivierung 
durch verstärkte Dimerisierung, die für Vemurafenib beschrieben wurden, ist eine Selektion der Patienten 
erforderlich.
Neben dieser prädiktiven Bedeutung spielt B-RafV600E eine Rolle als prognostischer Marker. Patienten mit 
BRAF-mutierten Tumoren haben eine deutliche schlechtere Prognose als Wildtyp-Patienten68 69 70 66.
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1.8   Individualisierte Therapie
Bei der Interpretation der Experimente zur B-Raf V600E-Mutation in dieser Arbeit lag ein Schwerpunkt auf 
der potentiellen Bedeutung der Daten für individualisierte Therapieansätze.
Unter einer individualisierten oder personalisierten Therapie versteht man die Einordnung eines Patienten 
in eine bestimmte Subpopulation. Anhand verschiedener Biomarker, die ein Ansprechen oder eine Resis­
tenz für einzelne Behandlungsoptionen erwarten lassen, wird eine geeignete Therapiestrategie ausgewählt. 
Durch die zunehmende pharmakogenetische Erforschung der Korrelationen von Arzneimittelwirkungen mit 
einzelnen Genotypen wurden bereits früh personalisierte Therapiekonzepte für Krebspatienten entwickelt. 
Beispielsweise verlangsamen Keimbahnpolymorphismen (SNPs) in CYP2C8, einem Enzym aus der Cyto­
chrom P450 Familie, die Metabolisierung des Mitose-Inhibitors Paclitaxel71. Und eine GT-AT-Mutation in 
einem Spleiß-Donor des Dihydropyrimidindehydrogenase-Gens bewirkt den Verlust eines Exons und führt 
zu erhöhter Toxizität des Zytostatikums 5-FU72. Durch die relative Seltenheit dieser beiden Genvarianten 
von 1,7 % bzw. weniger als 1 % erlangten sie jedoch keine große Bedeutung in der klinischen Anwend­
ung. Die erste großflächige Selektion onkologischer Patienten anhand molekularer Tumormarker war die 
Statusbestimmung des Rezeptors HER2/NEU vor einer Trastuzumab-Behandlung bei Brustkrebs73 74.
Die heute etablierten Konzepte zur individualisierten Therapie bestehen also vor allem in der Selektion von 
Patienten vor dem Einsatz eines bestimmten Wirkstoffes. Genetische und epigenetische Marker werden 
überwiegend  einzeln  und  nur  hinsichtlich  einer  bestimmten  Therapieoption  genutzt.  Damit  ist  die 
personalisierte Therapie vorläufig auf ein minimales Setup beschränkt. Ziel zukünftiger Strategien ist es, 
der Analyse der Biomarker mehr Bedeutung beizumessen. Durch die Betrachtung multipler Faktoren sollen 
Unverträglichkeiten,  aber  vor  allem  auch  das  individuelle  Ansprechverhalten  vorhergesagt  werden. 
Vorausgesetzt, es sind alle relevanten Biomarker bekannt und verfügbar, wäre es damit möglich für jeden 
Patienten a priori die optimale Therapie zu bestimmen.
1.8.1  Individualisierte Therapie im kolorektalen Karzinom
Anhand des Jass-Modells und der Einteilung in verschiedene molekulare Entitäten ist ersichtlich, dass beim 
kolorektalen Karzinom eine besonders heterogene Patientenpopulation vorliegt. Daher profitieren in der 
Regel nur relativ kleine Subpopulationen von Patienten von modernen zielgerichteten Therapien mit beson­
ders spezifischen Wirkmechanismen. Eine weitgehende Selektion vor Therapiebeginn ist hier in hohem 
Maße sinnvoll.
Für das kolorektale Karzinom wurde die personalisierte Therapie im Jahr 2008 durch eine Empfehlung der 
American Society of Clinical Oncology (ASCO) eingeführt75. Seitdem werden Patienten, die für eine Be­
handlung mit Antikörpern gegen den EGF-Rezeptor (Cetuximab, Panitumumab) in Frage kommen, auf Mu­
tationen im KRAS-Gen untersucht. K-Ras ist eine Kinase im MAP-Kinase (MAPK) Signalweg, der dem EGF-
Rezeptor nachgeschaltet ist. Hier liegt folglich eine negative Selektion vor, bei der hinsichtlich einer Thera­
piestrategie ein einzelner Biomarker analysiert wird.
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Um eine weiter gehende und möglichst mehrdimensionale Selektion zu ermöglichen, ist ein tiefes Ver­
ständnis der zu Grunde liegenden Signalwege essentiell. Während der Wnt/ -Catenin Signalweg als klassiβ ­
scher Signalweg der kolorektalen Karzinogenese gilt, rückten das MAPK- und das PI3K/Akt-Signaling erst 
in den letzten Jahren in den Fokus der Darmkrebsforschung. Trotz der vergleichsweise guten Kenntnis me­
chanistischer Details konnten bislang keine therapeutischen  Targets im Wnt-Signaling etabliert werden. 
Daher sind die Zielstrukturen moderner hochspezifischer Behandlungsoptionen, die seit einiger Zeit neben 
den konventionellen Chemotherapeutika zur Verfügung stehen, ausnahmslos anderen Signalwegen zuge­
hörig.
1.8.2  Herausforderungen in der personalisierten Therapie
Vor dem Hintergrund verzweigter Signalwege, deren Verbindungen untereinander nur zu einem Teil be­
kannt sind, werden die Herausforderungen einer zielgerichteten Tumortherapie deutlich. So sind Patienten 
mit B-Raf V600E-Mutation auch unter Einsatz moderner Wirkstoffe häufig besonders schwer zu therapieren. 
Nach wie vor ist die Rolle des mutierten B-Rafs bei der Resistenzvermittlung gegen EGFR-Antikörper nicht 
vollständig geklärt. Offenbar lässt sich hier im Gegensatz zu K-Ras keine simple Ursache-Wirkungs-Bezie­
hung in Form eines prognostischen Markers aufstellen.
Bereits frühzeitig nach Entdeckung des Zusammenhangs zwischen mutiertem BRAF und Krebserkrankun­
gen wurde die Entwicklung von Inhibitoren angestoßen. Inzwischen hat mit Vemurafenib der erste hoch­
spezifische B-Raf-Inhibitor einer neuen Generation die Zulassung erhalten, während sich weitere in den 
Pipelines der pharmazeutischen Industrie  befinden.  Durch den im Vergleich mit  vorherigen Strategien 
relativ weit  downstream in der Signalkaskade stattfindenden Eingriff erhoffte man sich eine zuverlässige 
Wirkung in Patienten mit Mutationen des EGRF-Signalweges.
Doch  auch  bei  dieser  Wirkstoffklasse  wird  in  vielen  Fällen  eine  Resistenz  gegen  die  eingesetzten 
Inhibitoren beobachtet.  Dass dabei vor allem der PI3K/Akt-Signalweg eine Rolle spielen könnte,  wurde 
unter anderem durch Studien mit RAF265 nahegelegt76. Es stellte sich heraus, dass einerseits das EGFR-
Signaling unterdrückt,  andererseits  aber  über  eine  Stimulation  des  PI3K/Akt-Weges  kompensatorische 
Effekte verursacht werden können. Insgesamt scheinen die bekannten Deregulationen auf Höhe von PTEN 
und PI3K einen verbreiteten Resistenzmechanismus gegen die Inhibition des B-Raf Signals darzustellen.
1.9   Neue B-Raf Isoformen
Im Rahmen dieser Arbeit werden neue Protein-Isoformen für B-Raf beschrieben und charakterisiert. Dazu 
erfolgt  hier  ein  Überblick  über  die  dem  Spleißen  zu  Grunde  liegenden  Mechanismen,  sowie  eine 
Zusammenfassung der bisher bekannten B-Raf Isoformen.
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1.9.1  Grundlagen des Spleißens
Durch alternatives Spleißen können aus einem Gen unterschiedliche Transkripte entstehen, die sich durch 
die enthaltenen Exons unterscheiden. Die Transkripte kodieren in vielen Fällen für verschiedene Isoformen 
des gleichen Proteins, die sich z.B. in ihrer Stabilität, ihrer Reaktionsgeschwindigkeit oder der Affinität zu 
einzelnen Interaktionspartnern unterscheiden.
Beim  Spleißen  werden 
durch das  Spleißosom oder 
durch  Autokatalyse  Intron­
sequenzen  aus  der  Vor­
läufer-RNA geschnitten. Der 
klassische  Intron-Typ  be­
ginnt  mit  einem  GT-Basen­
paar, dem Spleiß-Donor, und 
endet  mit  AG  als  Spleiß-
Akzeptor.  Zur Bindung an das Spleißosom ist  zudem eine C/T-reiche Sequenz aus 15-20 Basenpaaren 
verantwortlich. Dieser sogenannte Polypyrimidintrakt liegt meist zwischen 5 und 40 Nukleotide vor dem 3‘-
Ende  des  Introns.  Ein  Adenosin  dient  als  sogenannter  Branch-Point und  liegt  in  der  Regel  20-50 
Basenpaare vor dem Spleiß-Akzeptor (Abbildung 11).
1.9.2  Alternatives Spleißen des BRAF-Gens
Alternatives Spleißen kommt häufig bei Genen vor, deren normales Transkript bereits über mehrere Exons 
verfügt  und  ohnehin  während  der  RNA-Prozessierung  gespleißt  werden.  Auch  für  das  BRAF-Gen  mit 
seinen 18 Exons sind mRNA-Transkripte beschrieben worden, die von der Konsensus-Sequenz abweichen. 
Insbesondere  in  der  Maus  sind  einige  alternative  Varianten  bekannt,  die  Auswirkungen  auf  die 
Enzymaktivität haben77 78 79. Die bekannten Spleißvarianten des humanen Proteins führen überwiegend zu 
Nonsens-mRNA.  Diese  Transkripte  werden  entweder  nicht  translatiert,  oder  die  kodierten  Polypeptide 
werden aufgrund unphysiologischer Proteinfaltung mit hoher Wahrscheinlichkeit in der Zelle degradiert.
Vor  Kurzem  wurden  jedoch  humane  B-Raf  Proteinisoformen  beschrieben,  die  Auswirkungen  auf  die 
Kinaseaktivität oder auf die Interaktion mit Inhibitor-Molekülen haben. Eine C‘-terminal verkürzte Variante, 
in deren mRNA die Exons 14 und 15 fehlen wurde auf  Transkript-  und Proteinebene nachgewiesen80. 
Untypisch  für  Proteinvarianten,  die  durch  alternatives  Spleißen  entstehen,  wurde  dabei  eine 
ausschließliche Entstehung dieser Variante aus dem Wildtyp-Allel postuliert, die mechanistisch nicht weiter 
beschrieben wurde. Aufgrund des Fehlens konservierter Motive wurde ein Verlust der Kinase-Aktivität für 
diese Isoform vorhergesagt, aber experimentell nicht weiter untersucht.
In  Vemurafenib-resistenten  Melanomen  und  Melanom-Zelllinien  mit  erworbener  Resistenz  wurde  eine 
N‘-terminal verkürzte B-Raf Variante entdeckt81. Auch für dieses sogenannte p61-BRAF(V600E) wurde ein 
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Abbildung  11:  Konservierte  Sequenzmotive  für  Spleißosom-abhängiges 
Spleißen. Beim  Spleißen  der  RNA-Transkripte  spielen  verschiedene  Konsensus-
Sequenzen  eine  Rolle.  Einige  Motive  sind  in  etwa  50 %  bis  75 %  (orange), 
hochkonservierte Motive in 75 % bis 100 % (grün) aller Introns zu finden (oben). 
Bei einem klassischen Intron (gelb) finden sich Spleiß-Donor (GU) und -Akzeptor 
(AG)  an  Anfang  und  Ende  der  Sequenz.  Dazwischen  liegen  ein  Branch-Point-
Adenosin und der Polypyrimidin-Trakt.









einzelnes Allel als Ursprung beschrieben. Im Gegensatz zur C‘-terminal verkürzten Proteinvariante konnte 
der Zusammenhang zwischen Allel und Transkript in diesem Fall experimentell belegt werden.
1.10   Experimentelle Untersuchung von Onkogenen
Zur Untersuchung der V600E-Mutation in B-Raf auf zellulärer Ebene steht in der Laborpraxis eine Vielzahl 
experimenteller  Optionen  zur  Verfügung.  Die  wichtigsten  Methoden  sollen  hier  mitsamt  ihrer 
charakteristischen Vorteile und Einschränkungen kurz vorgestellt werden.
1.10.1  in vitro-Methoden
Transiente Transfektionen
Zur  basalen  Charakterisierung einzelner  Onkogene  kann  auf  simple  und  schnelle  Methoden  zu deren 
Überexpression zurückgegriffen werden. Dazu werden im einfachsten Fall Expressionsplasmide hergestellt 
und  transient  in  Zellen  eingebracht,  die  im  Normalzustand  einen  Wildtyp-Hintergrund  oder  keine 
nachweisbare Expression des Onkogens aufweisen. Dabei werden häufig heterotope Zelltypen verwendet 
und supraphysiologische Proteinkonzentrationen erzeugt. In jedem Fall ist die Menge der DNA, die in die 
Zelle gelangt, nicht kontrollierbar. Zudem kann das Ergebnis verfälscht werden, da die Zellen durch den 
Transfektionsvorgang gestresst werden.
Stabile Transfektionen
Ein  höheres  Maß an  experimenteller  Kontrolle  bietet  die  Selektion  stabil  transfizierter  Klone  und  der 
Einsatz induzierbarer oder konditionaler Modelle. Doch im ersten Fall können weder der Genlokus, in den 
die  Plasmid-DNA  integriert  wird,  noch  die  Anzahl  eingebauter  Kopien  kontrolliert  werden  und  zu 
Verfälschungen  des  Ergebnisses  führen.  In  konditionalen  Modellen  ist  zudem  eine  Stimulation  zur 
Genexpression nötig, durch die artifizielle Effekte hervorgerufen werden können.
Virale Methoden
In genetischer Hinsicht kontrollierter, aber auch mit mehr experimentellem Aufwand verbunden, sind virale 
Methoden zur Übertragung von Genen. Dabei wird eine Expressionskassette mit der kodierenden Sequenz 
(CDS) des Gens in das virale Erbgut eingebracht und nach der Infektion ins Genom der Wirtszelle kopiert. 
Da jede Zelle nur einmalig infiziert wird, kann hier mit einer kontrollierten Anzahl von Kopien gearbeitet  
werden.  Dafür  ist  die  Länge  der  nutzbaren  DNA-Sequenzen  begrenzt,  sodass  häufig  auf  kurze  virale 




Eine Alternative zur Beobachtung eines Onkogens in einem Wildtyp-Hintergrund ist die Verhinderung sei­
ner Expression in der Krebszelle. Für diesen Zweck sind Methoden zur RNA-Interferenz in vielen Laboren 
verbreitet. Die RNA-Interferenz ist ein natürlicher Mechanismus zur post-transkriptionellen Genregulation 
in eukaryontischen Organismen82. Die Spezifität für definierte Zielsequenzen wird dabei durch RNA-Oligo­
nukleotide erreicht, deren Sequenz ein revers komplementäres Homolog in der jeweiligen mRNA-Zielse­
quenz besitzt. In einem ersten Schritt wird doppel- oder einzelsträngige RNA ins Zytosol exportiert und 
dort  von der Ribonuklease  Dicer  geschnitten.  Dabei  wird  einzelsträngige RNA zuvor durch die RNase 
Drosha zu kurzen Fragmenten mit Haarnadel-Konformation  (short hairpin RNA) prozessiert. Im zweiten 
Schritt  binden  die  Oligonukleotide  an  einen  als  RISC  (RNA-Induced  Silencing  Complex) bezeichneten 
Proteinkomplex.  Die Aktivierung dieses Komplexes erfolgt,  indem der Doppelstrang dehybridisiert  und 
RISC daraufhin die mRNA-Zielsequenz erkennt und bindet. Anschließend kann das Transkript gespalten 
und degradiert werden, um die Translation endgültig zu verhindern (Abbildung 12).
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Abbildung  12:  Natürliche  und  experimentelle  Mechanismen  der  RNA-Interferenz. RNA-Interferenz  ist  ein 
natürlicher Mechanismus zur Degradation gezielter Transkripte. Das Protein Dicer erzeugt kurze RNA-Doppelstränge, 
mit deren Hilfe der RISC-Komplex die Sequenz des Zielgens erkennt und abbaut. In  in vitro-Experimenten wird die 
RNAi-Maschinerie in Verbindung mit Expressionsplasmiden für shRNA oder nach Transfektion mit siRNA genutzt.
siRNA
Bei der RNA-Interferenz durch siRNA werden RNA-Oligonukleotide mit einer Länge von 20 bis 25 Basen 
durch  Transfektion  in  die  Zelle  eingebracht.  Die  doppelsträngigen  Fragmente  können  aufgrund  Ihrer 
bereits  optimalen Länge direkt  an RISC binden und sorgen für  eine unmittelbare Herabregulation der 
endogenen  Zielsequenz.  Auf  diesem Wege  sind  ausschließlich  transiente  Transfektionen  möglich.  Der 
Silencing-Effekt  wird  nach  wenigen  Tagen  durch  Degradation  und  durch  Verdünnungseffekte  bei  der 
Zellteilung neutralisiert.
shRNA
Die shRNA-Moleküle entsprechen mit ihrer Haarnadelstruktur weitgehend dem natürlichen Vorbild. Über 
eukaryontische Expressionsplasmide werden die Targeting-Sequenzen in die Zielzelle eingebracht. Je nach 
verwendetem  Vektor-System  lassen  sich  induzierbare  und  konditionale  Modelle  verwirklichen.  Im 
Gegensatz  zur  siRNA ist  dabei  auch  eine  stabile  Transfektion  möglich.  Auf  der  anderen  Seite  ist  die 
Transkription  der  shRNA  je  nach  Zelltyp  und  verwendetem  Promotor  variabel  und  dadurch  weniger 
vorhersagbar.
Isogene Methoden
Ein Maximum an Reproduzierbarkeit und Verlässlichkeit der Ergebnisse bietet die genetische Manipulation 
der endogenen DNA. Für in vitro-Versuche setzt das Somatic Cell Gene Targeting dabei den Goldstandard, 
der  nur  von  wenigen  Laboren  beherrscht  wird.  Diese  Methode  ist  zeitintensiv  und  beinhaltet  zudem 
technisch sehr anspruchsvolle Protokolle. Im Gegenzug sind in der Regel keine experimentellen Artefakte 
oder klonalen Effekte zu erwarten. Zudem kann diese Methode sowohl zur Deletion genetischer Elemente, 
als auch zur gezielten Manipulation einzelner Basenpaare eingesetzt werden83.
1.10.2  in vivo-Modelle
In Tiermodellen können die Auswirkungen von Onkogenen auf einen komplexen Mechanismus untersucht 
werden. Außerdem ist es hier möglich, ganze Tumoren zu gewinnen und histologisch auszuwerten. Als 
Modellorganismus weisen Mäuse eine gute Übertragbarkeit der Ergebnisse auf den Menschen auf und 
können aufgrund eines relativ geringen Bedarfs an Ressourcen in vielen Laboren gehalten werden.
In Knockout-Mäusen sind ein oder mehrere Gene durch homologe Rekombinationen deletiert. Analog dazu 
spricht man von Knockin-Modellen, wenn neue Gene in das murine Genom integriert  oder Mutationen 
induziert werden. Diese Manipulationen werden in der Regel an embryonalen Stammzellen durchgeführt 
und dann in die Keimbahn der Embryonen eingebracht84.
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Gewebespezifische Mausmodelle
Systemische Knockouts essentieller Gene oder ubiquitäre Knockins aggressiver Onkogene können zu kom­
plexen Phänotypen führen. Häufig wird in solchen Fällen die Auswertung der experimentellen Daten da­
durch erschwert, dass es in verschiedenen Organen zu Sekundäreffekten kommen kann. In systemischen 
Modellen können die Ursachen beobachteter Phänotypen einzelner Organe nicht immer dem in situ-Vor­
liegen der genetischen Manipulation sicher zugeordnet werden. Endokrine Veränderungen und neuronale 
Schäden oder Defekte der Organe können sich im Tiermodell direkt und indirekt gegenseitig beeinflussen. 
Aus diesem Grund ist es sinnvoll die Genmanipulation auf einen bestimmten Gewebetyp oder auf einzelne 
Organe zu beschränken, soweit dies im Rahmen der jeweiligen Fragestellung möglich ist. Für Untersuc­
hungen im Darmgewebe wurde für diesen Zweck der Villin-Promotor als zuverlässiges Werkzeug etabliert.
Villin ist ein an Aktin bindendes Strukturprotein, das bei der Ausbildung der Mikrovilli im Darmepithel eine 
entscheidende Rolle spielt85. Bereits bei der embryonalen Entwicklung des intestinalen Endoderms wird 
Villin als eines der ersten strukturell relevanten Gene transkriptonell aktiviert. Bis zum adulten Organismus 
behält  Villin  ein  hohes  Expressionslevel  in  allen  Zelltypen  des  intestinalen  Epithels  bei  -  sowohl  auf 
vertikaler Achse von den Krypten bis zur Spitze der Villi,  als auch horizontal  vom Duodenum bis zum 
Kolon.
Bringt  man  in  das  Genom  von  Versuchstieren  ein  Transgen  ein,  das  unter  der  Kontrolle  des  Villin-
Promotors  steht,  können  Expressionsmuster  und  -level  des  Villins  für  das  neue  Gen  genutzt  werden. 
Madison  et al. haben verschiedene Fragmente des Villin-Promotors in Reportergenassays auf spezifisch 
intestinale  Aktivität  untersucht86.  Für  die  eigentliche  Promotorfunktion,  d.h.  die  Initiierung  der 
Transkription, wird ein Fragment von etwa 6 000 bp oberhalb des Transkriptionsstarts verwendet. Aus der 
Tatsache, dass das erste Exon nicht translatiert wird, leiteten die Autoren ab, dass im ersten Intron weitere 
regulatorische Elemente vorliegen könnten. Tatsächlich konnte durch die spezifisch in kolorektalen Zellen 
erhöhte Reporteraktivität eine Enhancer-Funktion der ersten Intronsequenz nachgewiesen werden.
In  der  Folge  wurde  in  zahlreichen  Tiermodellen  eine  darmspezifische  Expression  der  untersuchten 
Transgene  erreicht87 88 89.  Dazu  wurde  jeweils  die  kodierende  Sequenz  (CDS)  des  eingebrachten  Gens 
zusammen  mit  einem  Polyadenylierungsteil  hinter  den  erweiterten  Villin-Promotor  kloniert.  Nach 
Integration des Konstruktes in das Genom der Versuchstiere wurde das entsprechende Genprodukt in der 
Regel ohne Hintergrund-Expression erfolgreich im Darmgewebe nachgewiesen.
Konditionale Mausmodelle
Permanente Knockouts und Knockins führen häufig zu einer Beeinflussung der Embryonalentwicklung bis 
hin  zum frühen  Exitus  der  Versuchstiere.  Der  Villin-Promotor  spielt  neben  seiner  gewebespezifischen 
Funktion in adulten Organismen eine wichtige Rolle bei der Embryogenese. Veränderungen, die durch die 
Expression  eines  Transgens  im  Embryonalstadium  hervorgerufen  werden,  können  phänotypische 
Konsequenzen im adulten Tier nach sich ziehen. Besonders bei Fragestellungen zur Tumorgenese kann 
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daher ein konditionaler Ansatz sinnvoll sein, bei dem die Expression eines Transgens zu einem definierten 
Zeitpunkt initiiert wird.
Dies kann durch den Einsatz des Cre/lox-Rekombinationssystems erreicht werden90 91. Das Cre-Protein ist 
eine sequenzspezifische DNA-Rekombinase, die die 34 bp lange loxP-Sequenz erkennt. Folgen zwei solche 
Sequenzen  gleicher  Orientierung  aufeinander, 
schneidet  das  Enzym eine  davon mitsamt der 
dazwischenliegenden  DNA  aus  (Abbildung
13)92. Transgenes Erbgut wird gefloxt, indem es 
zur  konditionalen  Aktivierung  oder  Deaktivie­
rung  mit  zwei  flankierenden  loxP-Sequenzen 
kombiniert wird. Nach Einkreuzung eines Cre-
exprimierenden  Tierstammes  wird  durch  die 
Rekombination entweder ein integraler Teil des 
Gens entfernt (Deaktivierung), oder ein Trans­
gen unter die Kontrolle eines Promotors gestellt 
(Aktivierung).
Um eine Rekombination vor Versuchsbeginn zu verhindern, wird die konditionale Rekombinase Cre-ERT2 
eingesetzt.  Dabei  wird  das  Cre-Protein  mit  einer  modifizierten  Liganden-Bindedomäne  des  humanen 
Östrogen-Rezeptors fusioniert. Durch Gabe des Liganden 4-OH-Tamoxifen wird eine nukleäre Translokation 
der Rekombinase und somit die genetische Rekombination zum gewünschten Zeitpunkt induziert93.
Auch  konditionale  Modelle  können  auf  einzelne  Organe  begrenzt  werden.  In  diesem  Fall  wird  die 
Gewebespezifität in der Regel über den Promotor der Cre-Rekombinase erreicht. Zur Rekombination im 
Darmgewebe  wird  auch  hier  der  Villin-Promotor  verwendet,  sodass  im  übrigen  Körpergewebe  keine 
genetischen Veränderungen auftreten.
Durch  die  Gewebe-spezifische  Expression  der  konditionalen  Rekombinase  kann  der  Promotor  des  zu 
exprimierenden  Transgens  frei  gewählt  werden.  Daher  können  sowohl  endogene  Promotoren  mit 
physiologischer Aktivität, als auch virale Promotoren mit sehr hoher Aktivität eingesetzt werden.
1.11   E-Cadherin und Darmkrebs
Ein  Teilprojekt  dieser  Arbeit  beschäftigt  sich  mit  der  Rolle  des  Strukturproteins  E-Cadherin  und  des 
zugehörigen Gens CDH1 im Darmgewebe.
Molekulare  Ereignisse  wie  die  Hyperaktivierung  zellulärer  Signalwege  durch  genetische  Mutationen 
werden  in  allen  gängigen  Modellvorstellungen  als  entscheidende  Faktoren  für  die  Auslösung  oder 
Progression kolorektaler Tumoren angesehen. Daneben sind verschiedene chronische Faktoren bekannt, 
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Abbildung  13:  Funktionsprinzip der Cre-Rekombinase. Die 
Cre-Rekombinase  katalysiert  ja  nach  Orientierung  der  loxP-
Sequenzen  zueinander  entweder  die  vielfach  experimentell 
eingesetzte  Exzision  (links)  oder  die  Inversion  (rechts)  von 
DNA-Fragmenten.






die die Karzinogenese im Voraus begünstigen können.  Hierbei  stellen Vorerkrankungen mit inflamma­
torischen  Prozessen  im  Darm  einen  der  wichtigsten  Risikofaktoren  dar.  Beim  Schutz  vor  diesen 
entzündlichen Darmerkrankungen spielt das epitheliale Gewebe im Darm eine entscheidende Rolle.
1.11.1  Aufbau des Darmepithels
Das Darmepithel ist sowohl chemischen und mechanischen, als auch biologischen Einflüssen ausgesetzt 
und nimmt eine wichtige Barrierefunktion für den Organismus ein. Diese intestinale Barriere besteht neben 
immunologischen  Mechanismen aus  den  Epithelzellen  selbst  und  antibakteriellen  Sekreten,  die  in  die 
Schleimhaut abgegeben werden94.  Die Deckschicht des Darmgewebes wird dabei aus einem  Monolayer 
verschiedener  Zelltypen  gebildet  und  unterliegt  einer  beständigen  Selbsterneuerung,  die  von 
multipotenten  Zellen  in  der  Kryptenbasis  ausgeht95 96.  Die  wesentlichen  vier  Zelltypen  im  Epithel  des 
Dünndarms  sind  enteroendokrine  Zellen,  adsoptive  Enterozyten  zur  Nährstoffaufnahme,  Schleim 
produzierende Becherzellen für die Bildung der Mucosa und schließlich Paneth-Zellen, die antibakterielle 
Peptide sekretieren.
1.11.2  E-Cadherin als Strukturprotein im Darmepithel
Zellkontakte sind ein wichtiger Faktor für die Integrität des Epithels. Sie werden im intestinalen Gewebe 
durch  Tight Junctions,  Adherens Junctions und Desmosomen vermittelt97.  Adherens Junctions bestehen 
hauptsächlich aus dem Strukturprotein E-Cadherin, das interzelluläre Bindungen ausbildet und diese mit 
dem Zytoskelett verbindet98. Der Verlust der E-Cadherin Expression hat demnach einen entscheidenden 
Einfluss auf die intestinale Barriere und ist mit verschiedenen entzündlichen Erkrankungen des Darmes, 
allen voran Morbus Crohn, assoziiert99 100.
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2    Fragestellungen
2.1   B-Raf – genetisches Modell
Schwerpunkt dieser Arbeit war die Etablierung und Charakterisierung eines genetischen in vitro-Modells 
zur  Untersuchung  der  Bedeutung  von  B-RafV600E für  kolorektale  Tumorzellen.  Bei  der  Auswahl  eines 
geeigneten Modellsystems stand die bestmögliche Übertragbarkeit der  in vitro-Daten auf  in vivo-Modelle 
und vor allem auf  die klinische Situation im Vordergrund.  Aus diesem Grund sollten weder artifizielle 
Methoden zur Überexpression von Onkogenen, noch nicht-quantitative Ansätze wie RNA-Interferenz als 
primäres Modell eingesetzt werden. Stattdessen wurde durch die technisch anspruchsvolle Methode des 
Somatic Cell Gene Targeting ein Knockout-Setup ausgewählt, das es erlaubt, einzelne Allele quantitativ zu 
manipulieren, ohne weitere physiologische Prozesse zu beeinflussen.
In  diesem  Modellsystem  sollten  insbesondere  phänotypische  Auswirkungen  der  B-RafV600E-Mutation 
beschrieben und deren Konsequenzen auf mögliche Therapien untersucht werden. Dazu sollten in BRAF-
mutierten  Zellklonen  und  korrespondierenden  Wildtyp-Zellen  verschiedene  Schlüsselkompetenzen  von 
Tumorzellen  experimentell  verglichen  werden,  darunter  die  Entwicklung  zellulärer  Sensezenz,  die 
Unabhängigkeit von externen Wachstumsfaktoren, Apoptoseresistenz und die Wachstumskontrolle durch 
Kontaktinhibition. Der Einfluss B-RafV600E-abhängiger Phänotypen auf therapeutische Strategien sollte im 
Rahmen einer pharmakogenetischen Charakterisierung durch Chemosensitivitätsassays analysiert werden.
2.2   B-Raf Isoformen
Nachdem  im  Rahmen  dieser  Arbeit  neue  Proteinisoformen  gefunden  wurden,  sollte  das  alternative 
Spleißen von BRAF-Transkripten untersucht werden. Über eine Quantifizierung auf mRNA-Ebene sollte die 
Bedeutung dieses Mechanismus hinsichtlich einer möglichen Rolle für zelluläre Prozesse beurteilt werden.
2.3   E-Cadherin in der Kanzerogenese
Das  Epithelgewebe  im  Darm  nimmt  eine  entscheidende  Barrierefunktion  für  den  Körper  ein. 
Strukturproteine leisten einen besonders großen Beitrag zu dieser intestinalen Barriere. Als einer dieser 
Schlüsselfaktoren und als Vermittler von Zellkontakten sollte die Rolle von E-Cadherin im Darmgewebe 
untersucht werden.
In  akuten  und  chronischen  Modellen  sollte  geklärt  werden,  wie  sich  der  Verlust  von  E-Cadherin  auf 
bakterielle Invasionen und Entzündungsprozesse im Darm auswirkt. In histologischen Analysen sollte die 
Morphologie des Darmepithels beurteilt und auf Entzündungsherde hin untersucht werden. Zudem sollte 
auch die Bedeutung von Verteilung und Reifung derjenigen Zelltypen, die bakterizide Peptide sekretieren, 
für die chemische Komponente der intestinalen Barriere beurteilt werden.
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3    Methoden
Angaben  zu  den  verwendeten  Arbeitsmaterialien  und  Softwareprodukten,  sowie  eine  tabellarische 
Auflistung der eingesetzten Pufferlösungen finden sich in Kapitel 9.
3.1   Standardbedingungen für Enzyme, Bakterien und Zellkultur
Enzymatische Reaktionen liefen nach den Herstellerangaben in der Regel bei 37°C oder Raumtemperatur 
ab. Restriktionsendonukleasen wurden mit 0,1 mg bis 10 mg DNA in den mitgelieferten Pufferlösungen in­
kubiert. Die Inkubationsdauer betrug im Minimum eine Stunde, maximal wurde über Nacht verdaut. Die 
Enzymmenge wurde an DNA-Konzentration, Häufigkeit der Restriktionsstellen, Inkubationsdauer und Akti­
vität im jeweiligen Puffer angepasst. Soweit möglich und experimentell sinnvoll, wurden die Restriktions­
endonukleasen nach Reaktionsende durch Erhitzen auf 65°C oder 80°C für 15 min inaktiviert. Bei der Ar­
beit mit Ligasen, Phosphatasen und anderen Nukleinsäure-modifizierenden Enzymen, die nach der Reakti­
on eine hohe DNA-Bindungsaffinität aufweisen, die Hitzeinaktivierung obligatorisch durchgeführt.
Die  Reaktionsbedingungen  für  PCR  wurden  im  Wesentlichen  durch  die  eingesetzte  Polymerase 
vorgegeben. Hierbei wurden die mitgelieferten Reaktionspuffer zum Einstellen von Salzkonzentration und 
pH-Wert eingesetzt. Gegebenenfalls wurde Magnesiumchlorid zu einer Endkonzentration von 1,25 mM bis 
1,75 mM zugesetzt.  Die Konzentration der  Oligonukleotid-Primer  betrug 0,5 µM je Primer und die der 
Nukleotid-Monomere  0,8 mM (0,2 mM pro  Nukleotid).  Die  Hybridisierungstemperatur  wurde  etwa 1°C 
unter dem jeweils niedrigeren der für die Oligonukleotide berechneten Werte gewählt.  Reagenzien wie 
Betain, DMSO oder Quinochinon, die die Hybridisierungstemperatur beeinflussen wurden nicht eingesetzt. 
Die  Elongationstemperatur  betrug bei  den eingesetzten Polymerasen 72°C und für  die  Elongationszeit 
wurden je nach Herstellerangaben 1 000 min-1 (Nukleotide pro Minute) oder 500 min-1 zu Grunde gelegt.
Bakterien wurden in LB-Medium suspendiert oder zur Vereinzelung von Klonen auf LB-Agarplatten ausge­
strichen. Suspensionen wurden bei 37°C und 250 U·min-1 für 16 bis 20 Stunden oder bis zum Erreichen 
einer  definierten  Optischen  Dichte  geschüttelt.  LB-Agarplatten  wurden  mit  dem Agarkuchen  zuoberst 
entweder über Nacht bei 37°C im Wärmeschrank oder über drei Tage bei Raumtemperatur inkubiert.
Alle verwendeten Zelllinien und sämtliche 
Klone wurden mit DMEM-Vollmedium in 
Einweggefäßen  aus  Polystyrol  kultiviert 
(Tabelle 2). Die Zellen wurden in Wasser­
dampf-gesättigter  Atmosphäre  bei  37°C 
inkubiert. Um in dem Carbonat-gepuffer­
ten  Zellkulturmedium  einen  optimalen 
pH-Bereich zu erhalten, wurden 5 % CO2 
eingeleitet. Gegebenenfalls wurde vor der 
Ernte oder Analyse der Zellen der Serumanteil im Kulturmedium für 48 Stunden auf 0,5 % reduziert.
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Tabelle  2:  Verwendete  Zellkulturgefäße  und  ausgewählte 
Kennzahlen. Zellkulturgefäße unterscheiden sich in ihrem Verhältnis 
von Zellzahl zu Arbeitsvolumen. Assays und Konzentrationen können 
nicht immer ohne Weiteres auf andere Formate übertragen werden.
3.2   Western-Blot
Zellen wurden mitsamt dem Kulturmedium aus Zellkulturschalen oder -platten durch Abkratzen auf Eis 
geerntet und für 3 min bei 500 RZB und 4°C zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und die Zellen 
wurden  zweimal  in  je  1 mL kaltem PBS resuspendiert  und  erneut  pelletiert.  Die  gewaschenen  Zellen 
wurden je nach Größe des Pellets in 50 µL bis 200 µL kaltem Phosphoprotein-Lysispuffer aufgenommen 
und für 5 min auf  Eis inkubiert.  Nach einer Zentrifugation (1 min,  20 000 RZB, 4°C) erfolgte aus dem 
Überstand die photometrische Quantifizierung der Konzentration an Gesamtprotein in den Lysaten nach 
der Bradford-Methode.
Zur Vorbereitung der Gelelektrophorese wurden die Proben mit einem äquivalenten Volumen 2x-Lämmli-
Puffer versetzt, für 5 min auf 95°C erhitzt und erneut zentrifugiert (1 min, 12 000 RZB, Raumtemperatur). 
Für die SDS-PAGE wurden Sammelgele mit pH = 6,8 und 5 % Acrylamid, sowie Trenngele mit pH = 8,8 
und 10 % oder 12,5 %Acrylamid eingesetzt.  Der Transfer erfolgte nach der  Wet-Blotting-Methode auf 
PVDF-Membranen. Die beladenen Membranen wurden mit 5 % Magermilchpulver in TBS-T geblockt. Pri­
märantikörper gegen Phosphoproteine wurden mit 5 % BSA in TBS-T, alle weiteren Antikörper mit einer 
Lösung aus 2 % Magermilchpulver in TBS-T vorbereitet. Alle Antikörper-Inkubationen erfolgten für eine 
Stunde bei Raumtemperatur. Zur Immundetektion wurden je nach erwarteter Signalintensität die Substrate 
SuperSignal West Pico, SuperSignal West Dura und SuperSignal Elisa Femto von Pierce (Thermo Fisher 
Scientific  Inc.,  Rockford USA) eingesetzt.  Die Detektion erfolgte  auf  CL-X Posure  Film (Thermo Fisher 
Scientific Inc., Rockford USA) mit einer Agfa Curix 60 Entwicklermaschine (Agfa Healthcare GmbH, Köln).
Auf  jeder  einzelnen  Membran  wurden  mehrfach  Immundetektionen  durchgeführt.  Dabei  wurde  pro 
Membran für ein einzelnes Zielprotein höchstens ein phosphorylierungsspezifischer Antikörper eingesetzt. 
Zur  Detektion  weiterer  Phosphorylierungsstufen  wurden  ggf.  identisch  beladene  Gele  und  parallel 
hergestellte Membranen verwendet. Die Reihenfolge der Inkubationen wurde aufsteigend nach erwarteter 
Signalintensität  ausgerichtet.  Dabei  wurden  Phosphorylierungs-spezifische  Antikörper  möglichst  in 
Rahmen  der  ersten  Immundetektion  eingesetzt.  Die  Kontrolle  einer  gleichmäßigen  Beladung  mit 
vergleichbaren  Mengen  an  Gesamtprotein  wurde  auf  jeder  Membran  im  letzten  Detektionsdurchgang 
durchgeführt.  Sie  erfolgte  mit  einem  Antikörper  gegen  das  zelluläre  Strukturprotein  Aktin,  das  in 
eukaryontischen Zellen in besonders großer Menge vorkommt.
Jeder Western-Blot wurde in mindestens einem Wiederholungsexperiment qualitativ bestätigt.
3.3   Plasmid-Isolierung
Zur Isolierung und Reinigung von Plasmid-DNA wurden Kits  von Macherey-Nagel,  Düren (NucleoSpin 
Extract II,  NucleoSpin Plasmid QuickPure und NucleoBond PC 500) und SLG Süd-Laborbedarf, Gauting 
(HiYield Plasmid Mini-Kit) eingesetzt.
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Für die Plasmid-Isolierung ohne Kit wurde eine alkalische Lyse der Bakterien vorgenommen. Anschließend 
wurde  die  Plasmid-DNA mit  einer  konzentrierten  Salzlösung  versetzt  und  durch  Zugabe  von  Ethanol 
präzipitiert. Je nach vorgesehener Verwendung wurde gegebenenfalls eine Phenol-Chloroform-Extraktion 
zur weiteren Reinigung durchgeführt.
3.4   Phenol-Chloroform-Extraktion von Nukleinsäuren
Nukleinsäure-Lösungen können durch Verschütteln mit organischen Lösungsmitteln von Verunreinigungen 
mit Proteinen befreit  werden.  Durch den Kontakt mit der relativ  unpolaren organischen Phase werden 
hydrophobe  Seitenketten  der  gelösten  Polypeptide  nach  außen  gekehrt.  In  dieser  denaturierten 
Konformation werden die Proteine in der organischen Phase gelöst,  während die Nukleinsäuren in der 
wässrigen Phase verbleiben. Die Phenol-Chloroform-Extraktion ist hinsichtlich der Reinheit und Qualität 
anderen Methoden zur Reinigung von Nukleinsäuren überlegen (Tabelle 3).





spektrometrische Reinheit 1,60 1,80 1,65 1,80 1,80
Reichweite Sequenzierung 810 900 800 640 940
1. Fehler Sequenzierung 650 650 550 -- 850
Tabelle  3:  Vergleich verschiedener Methoden zur Isolation und Reinigung von Plasmid-DNA. Getestet  wurden 
Produkte von Macherey-Nagel (NucleoSpin Plasmid), SLG (HiYield Plasmid Mini-Kit) und Fermentas (GeneJet Plasmid 
Miniprep Kit) im Vergleich mit der Präparation ohne Kit. Letztere wurde ohne weitere Reinigung und nach Phenol-
Chloroform-Extraktion  berücksichtigt.  Es  sind  Mittelwerte  aus  jeweils  zwei  Präparationen  und  Sequenzierungen 
aufgelistet.
3.5   Kompetente Bakterien E.coli DH5α
Als  Vorkultur  wurden  5 mL  LB-Medium  ohne  Zusatz  von  Antibiotika  mit  Escherichia  coli K12  DH5α 
angeimpft und über Nacht im Inkubator geschüttelt.  Am nächsten Morgen wurden 250 mL LB-Medium 
ohne  Antibiotika  mit  1 mL  der  Vorkultur  angeimpft  und  unter  gleichen  Bedingungen  inkubiert.  Das 
Wachstum  der  Bakterien  wurde  durch  Messung  der  relativen  Absorption  bei  einer  Wellenlänge  von 
λ = 600 nm  regelmäßig  kontrolliert.  Bei  einer  Optischen  Dichte  von  OD600 = 0,4  wurde  die  Bakterien-
Suspension  im Eiswasserbad  auf  0°C  gekühlt  und  mit  3 000 RZB für  5 min  bei  4°C  zentrifugiert.  Die 
Bakterien  wurden  mit  einer  vorgekühlten  Pipette  in  eisgekühltem  Puffer  TBF I  resuspendiert  und 
anschließend  20 min  auf  Eis  inkubiert.  Anschließend  wurde  mit  2 000 RZB  für  5 min  bei  4°C  erneut 
pelletiert und in kaltem Puffer TBF II resuspendiert. Die Suspension wurde auf Trockeneis aliquotiert und 
bis zur Verwendung bei -80°C gelagert.
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3.6   Transformationen
Bis zu 5 µL Plasmid-DNA Lösung oder Ligase-Reaktionsmix wurden in 1,5 mL Reaktionsgefäßen vorgelegt 
und  auf  Eis  gekühlt.  Zu  jeder  Plasmid-DNA wurden  50 µL  Bakterien-Suspension  pipettiert  und  durch 
vorsichtiges  Rühren  mit  der  Pipettenspitze  vermischt.  Nach  20 min  Inkubation  auf  Eis  erfolgte  ein 
Hitzeschock bei 37°C für 20 sek.  Anschließend wurde für 2 min weiter auf Eis inkubiert,  bevor 500 µL 
vorgewärmtes SOC-Medium zugegeben wurden.
Zur Rekonstitution der Zellmembranen und zur Entfaltung von Resistenzen wurden die Bakterien im SOC-
Medium bei 37°C im Wasserbad inkubiert. Die Inkubationsdauer betrug 30 min für Ampicillin-Resistenzen 
und 60 min bei Verwendung anderer Antibiotika.
Bei Transformationen mit etablierten Plasmiden wurde die präparative Kultur direkt mit der SOC-Kultur 
angeimpft.  Bei  Ligationsansätzen  oder  wenn  Einzelklone  benötigt  wurden,  wurde  die  Suspension  bei 
4 000 RZB für  1 min  zentrifugiert.  Der  Überstand  wurde  bis  auf  etwa  100 µL  abgenommen.  Mit  dem 
verbliebenen Medium wurden die Bakterien resuspendiert und auf LB-Agarplatten ausgestrichen.
3.7   Transfektionen
3.7.1  Präzipitationsmethode
Neben Elektroporationen stellen Präzipitationsmethoden einen bewährten und zuverlässigen Ansatz zur 
Transfektion eukaryontischer Zellen dar. Bei der ursprünglichen Calciumphosphat-Kopräzipitation werden 
das  Ribose-Phosphat-Rückgrat  der  DNA  in  naszierende  Calciumphosphat-Kristalle  integriert.  Diese 
Methode ist heute in vielen Laboren durch den Einsatz von Polyethylenimin (PEI) abgelöst worden. PEI ist 
in verschiedenen Polymerlängen und -verzweigungsgraden erhältlich, die sich von der Calciumphosphat-
Methode durch höhere Transfektionseffizienz und geringere Zytotoxizität unterscheiden101.
Zur Transfektion wurden subkonfluente Zellen in einer 10 cm Zellkulturschale vorgelegt. Bei transienten 
Transfektionen  wurde  die  Zelldichte  je  nach  Versuchsdauer  und  erwartetem  Proliferationsverhalten 
angepasst.  Für  stabile  Transfektionen  wurden  die  Zellen  maximal  bis  zu  einer  Konfluenz  von  60 % 
inkubiert.
Zwei Stunden vor Transfektionsbeginn wurden die Zellen mit PBS gewaschen und mit 2 mL DMEM ohne 
Zusätze  weiter  inkubiert.  Insgesamt  3 µg  reiner  Plasmid-DNA  (oder  äquimolarer  Mischungen  bei 
Kotransfektionen) wurden in 0,2 mL OPTI-MEM vorgelegt. Dazu wurden 15 µL einer Lösung von 1 g · L-1 
PEI  (25 000 kDa,  linear)  pipettiert,  sofort  kräftig  miteinander  verschüttelt  und  für  20 min  bei 
Raumtemperatur inkubiert. Für die Endozytose wurde das DNA-PEI-Präzipitat tropfenweise zu den 2 mL 
DMEM auf  den  Zellrasen  gegeben  und  bei  gelegentlichem  Schwenken  inkubiert.  Nach  zwei  Stunden 
wurden 10 mL DMEM-Vollmedium zugegeben.
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Bei transienten Transfektionen wurde die Inkubation für ein bis drei Tage fortgesetzt, bevor die Zellen 
geerntet und lysiert wurden. Um stabile Transfektionen zu erreichen, wurde über Nacht inkubiert und am 
nächsten Tag ein Mediumwechsel durchgeführt. Dem Folgemedium wurde ein Antibiotikum zugegeben, 
um auf  resistente  Zellen zu  selektieren.  Dafür  wurde zuvor  in  sogenannten  Kill  Curves die  niedrigste 
Konzentration  ermittelt,  bei  der  100 %  der  basalen  Zellen  innerhalb  von  sieben  Tagen  sterben.  Zur 
Selektion  wurden  die  transfizierten Zellen  mit  etwa dem Doppelten  dieser  Konzentration  inkubiert.  In 
regelmäßigen Abständen wurden das Absterben der nicht resistenten Zellen und die Koloniebildung der 
stabilen Transfektanden kontrolliert. Ausreichend große Kolonien wurden mit einer Pipettenspitze abgelöst, 
in  eine  24-well  Zellkulturplatte  überführt  und  in  10 µL  Trypsin-Lösung  vereinzelt.  Für  polyklonale 
Populationen  wurde  die  komplette  10 cm Zellkulturschale  in  Trypsin-Lösung  aufgenommen und  frisch 
ausgesät. Die Expansion erfolgte anschließend weiterhin im Selektionsmedium.
3.7.2  Lipidvesikel-basierte Methode
Kurze Nukleinsäuresequenzen lassen sich nur schlecht mit PEI oder anderen präzipitierenden Reagenzien 
in Zellen einbringen. Daher wurde bei allen Transfektionen mit siRNA Lipofectamine 2000 gemäß den 
Anwendungshinweisen des Herstellers verwendet.  Dabei wurde je 1 µL des Transfektionsreagenzes pro 
125 pg Oligonukleotid eingesetzt.
3.8   Reverse Transkription
RNA  wurde  als  Gesamt-RNA  mit  Trizol  (Life  Technologies  GmbH,  Darmstadt)  oder  Trifast  (Peqlab 
Biotechnologie GmbH, Erlangen) isoliert  und gereinigt.  Es wurden jeweils bis zu 4,0 µg RNA mit dem 
Invitrogen SuperScript II First Strand Synthesis System unter Verwendung von Zufallshexamer-Primer in 
cDNA umgeschrieben.
3.9   Quantitative PCR
In der quantitativen PCR wurde die Menge cDNA als Template eingesetzt, die 0,20 µg bis 0,25 µg Gesamt-
RNA entsprach. Bei Zielsequenzen, die nur in sehr geringen Konzentrationen enthalten waren, wurden im 
Einzelfall auch Äquivalentmengen von 1,0 µg RNA verwendet.
Zur Quantifizierung der PCR-Produkte während der Zyklen wurde der Reaktionslösung SYBR-Green I aus 
einer 10 000-fach konzentrierten Stammlösung (Life Technologies GmbH, Darmstadt oder Lonza Cologne 
GmbH, Köln) zugesetzt.
Als Geräteplattform und für die Aufbereitung der Daten wurden das Eppendorf Mastercycler ep realplex 
und das Rotor-Gene 3000 von Corbett Life Science samt der jeweils zugehörigen Software eingesetzt.
Methoden 31
3.10   Sequenzierungen
Sequenzierungen wurden beim Labor für Funktionale Genanalysen LAFUGA des Genzentrums der LMU 
München  und  bei  Eurofins  MWG  Operon  in  85560  Ebersberg  in  Auftrag  gegeben.  Die  Sequenz-
Histogramme  wurden  in  der  Software  Chromas Lite  ausgewertet  und  gegebenenfalls  in  textbasierte 
Sequenzdaten (FASTA) konvertiert.  Sequenzvergleiche wurden mit dem Onlineservice BLAST des NCBI 
oder mit der Software Serial Cloner durchgeführt.
3.11   Genotypisierungen
Zur Detektion der T1799A-Mutation in  BRAF wurde die betroffene Genregion per PCR mit  Finnzymes 
Phusion DNA-Polymerase amplifiziert. Mit einem Primerpaar aus gBRAF-300FW und gBRAF-300RV wurde 
ein etwa 300 Basenpaar langes Fragment erstellt  und mit gBRAF-seq-FW sequenziert.  Im Histogramm 
wurde der Genotyp anhand der Signalstärken für die betreffenden Basen ermittelt.
Die  Genotypisierung  von  Mäusen  im  Villin-BRAF-Modell  wurde  mit  genomischer  DNA  aus 
Schwanzbiopsien  durchgeführt.  Jede  Probe  wurde  mit  zwei  Primerpaaren  analysiert,  bei  denen  der 
vorwärtige Primer innerhalb des murinen Villin-Promotors lag (mVillin-8479-FW und mVillin-8651-FW). 
Um  die  Schnittstelle  zwischen  Promotor  und  Transgen  abzudecken,  wurde  in  allen  Fällen 
BRAF-CDS-143-RV als rückwärtiger Primer verwendet, der innerhalb der BRAF-Sequenz lokalisiert ist.
3.12   Somatic Cell Gene Targeting
Mit dieser Methode kann ein Gen in kultivierten Zellen auf einem einzelnen Allel manipuliert werden83. 
Dazu  wird  ein  Exon  mittels  Adeno-assoziierter  Viren  (Stratagene  AAV  Helper-Free  System)  gezielt 
rekombiniert  und  ausgetauscht.  Anstelle  des  Exons wird  eine  Resistenzkassette,  bestehend aus  einem 
eukaryontischen Promotor,  einem Resistenzgen und einer Polyadenylierungssignal-Sequenz,  ins Genom 
eingebracht  (Abbildung  14).  Die  Resistenzkassette  wird  von  loxP-Sequenzen  flankiert.  Im  Fall  einer 
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Abbildung  14: Schematische Darstellung des  Somatic Cell Gene Targetings. Es wurden homologe Sequenzen vor 
und hinter Exon 15 aus dem Erbgut der Zielzellen in ein provirales  Targeting-Konstrukt eingefügt. Nach Synthese 
Adeno-assoziierter Viren und der Infektion von RKO-Zellen rekombiniert die AAV-Sequenz bevorzugt mit einem der 
BRAF-Allele.



















Mutagenese  (Knockin)  befindet  sich  hinter  der  zweiten  loxP-Sequenz  eine  entsprechend  manipulierte 
Kopie des betreffenden Exons. Für eine Deletion (Knockout) ist die Resistenzkassette allein ausreichend. 
Die verbleibenden Sequenzen des Zielgens auf dem rekombinierten Allel  sind nach der Rekombination 
unvollständig.  Zudem  kommt  es  durch  eine  Verschiebung  des  Leserasters  zu  einem  frühzeitigen 
Translationsabbruch.
Ursprünglich  in  2004 publiziert,  entwickelt  sich  das  Somatic  Cell  Gene  Targeting zu  einer  nützlichen 
Methode in der  therapeutischen Forschung und der Grundlagenforschung.  Neben den USA wurde sie 
bereits in China, Italien, Israel, Dänemark und Japan angewendet102 103 104 105 106.
3.12.1  Klonierung des Targeting-Konstruktes
Für ein  Targeting des  BRAF-Gens wurde Exon 15 als ein geeignetes Rekombinationsziel identifiziert. Es 
überschreitet die maximale Länge von 400 Basenpaaren nicht, besteht aus einer nicht durch drei teilbaren 
Anzahl von Basen und bildet den Anfang der Transaktivierungsdomäne. Durch die Entfernung von Exon 15 
und den dadurch induzierten Kettenabbruch wird vom rekombinierten Allel  ein verkürztes Protein  mit 
unvollständiger  Kinasedomäne  synthetisiert.  Zudem  fällt  mit  Exon  15  die  T1799A-Mutation  aus  der 
genetischen Sequenz heraus, wodurch das Auftreten mutierter Proteinvarianten ausgeschlossen ist.
Um eine zielgerichtete Rekombination zu erreichen, wurden Abschnitte  upstream und  downstream von 
Exon 15 gesucht, die sich im  Targeting-Konstrukt als homologe Sequenzen eignen. Die Homologiearme 
sollten  dazu  eine  Länge  von  900  bis  1 100  Basenpaaren  aufweisen,  einen  möglichst  niedrigen  Anteil 
repetitiver  Sequenzen  haben  und  hinsichtlich  potentiell  enthaltener  Restriktionsstellen  nicht  mit  der 
weiteren  Klonierungsstrategie  kollidieren.  Die  verwendeten  Homologiearme  sind  1 085  und  961 
Basenpaare lang und entsprechen den übrigen Anforderungen (Abbildung 15).
Ein Aliquot RKO-E1 wurde lysiert und zur Gewinnung genomischer DNA einem RNA-Verdau mit RNase H 
unterzogen. Die genomische DNA wurde über das NucleoSpin Cell & Tissue Kit (Macherey-Nagel, Düren, 
obsolet) isoliert und als Template zur Amplifikation der Homologiearme verwendet. Dafür wurden zunächst 
mit  den  Primerpaaren  LHA-FW und LHA-RV,  sowie  RHA-FW und RHA-RV die  Reaktionsbedingungen 
soweit  angepasst,  dass  in  hinreichend  großen  Reaktionsvolumina  nach  20  PCR-Zyklen  ausreichende 
Produktmengen für die weitere Klonierung synthetisiert werden konnten. Vor der endgültigen Herstellung 
der Homologiearme wurden die Primer um zusätzliche Sequenzen ergänzt, um eine Verwendung mit dem 
Adeno-assoziierten Virus zu ermöglichen. Die Primer LHA-RV und RHA-FW wurden um die Sequenzen 
Linker A bzw. Linker B aus dem Stratagene AAV Helper-Free System erweitert. An LHA-FW und RHA-RV 
wurden NotI-Restriktionsstellen angefügt.
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Zur Vorbereitung der Fusions-PCR wurden die Plasmide pNeDaKO-Hyg und pNeDaKO-Neo mit den Restik­
tionsendonukleasen BspHI bzw. PvuI verdaut. Durch Agarosegelelektrophorese wurden die Fragmente mit 
den Resistenzkassetten isoliert. In einem weiteren Agarosegel wurden Aliquots der Homolgiearme und der 
Resistenzkassetten eingesetzt, um die Konzentration der jeweiligen Komponenten zu bestimmen. Für eine 
äquimolare Zusammensetzung wurden die Homologiearme entsprechend der relativen Sequenzlängen im 
Massenverhältnis 1:4 mit jeweils einer der Resistenzkassetten in einer Fusions-PCR eingesetzt.
In der Fusions-PCR wurden LHA-FW-NotI und RHA-RV-NotI als terminale Primer eingesetzt. Gleichzeitig 
wurde durch die Hybridisierung der terminalen Linker-Sequenzen der Homologiearme mit den revers-
komplementären Abschnitten der pNeDaKO-Fragmente ein Megapriming-Effekt erreicht (Abbildung 16). 
Unter  Verwendung  eines  Touchdown-Temperaturprotokolls  und  durch  die  verzögerte  Zugabe  der 
terminalen  Primer  nach dem zweiten PCR-Zyklus  konnte  das  Fusionsprodukt  nach wenigen Zyklen in 
ausreichenden  Mengen  hergestellt  werden.  Aufgrund  vergleichbarer  Fragmentlängen  konnten  die 
Fusionsprodukte nicht von der jeweils als Template verwendeten Resistenzkassette getrennt werden. Da 
die  Resistenzkassetten  wegen  fehlender  NotI-Restriktionsstellen  nicht  mit  der  weiteren  Klonierung 
interferieren, wurden Template und Fusionsprodukt zusammen isoliert.
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Abbildung 15: Schematische Darstellung der für das Somatic Cell Gene Targeting benötigten Sequenzen im BRAF-
Gen. Mit  Hilfe  zweier  Primerpaare  wurden  die  etwa  1 000  Basenpaare  langen  Hologiesequenzen  vor  und  hinter 





































Fusionsprodukt und pAAV-MCS wurden mit NotI verdaut und die Plasmid-DNA anschließend dephosphory­
liert. Die Nukleinsäuren wurden im Agarosegel isoliert und quantifiziert. In einer Ligationsreaktion wurden 
die Targeting-Plasmide pAAV-BRAF-Hyg und pAAV-BRAF-Neo hergestellt und in E.coli vervielfältigt.
3.12.2  Herstellung der Viruspartikel
AAV-293 ist ein Derivat der Zelllinie HEK293 (Human Embryonal Kidney), das für die Produktion Adeno-
assoziierter Viren optimiert wurde. Um die erhöhte Kompetenz aufrecht zu erhalten, dürfen die Zellen bis 
zur Transfektion mit proviralen Plasmiden eine Konfluenz von 70 % nicht überschreiten.
In 10 cm Zellkulturschalen wurden 70 % konfluente AAV-293 mit jeweils 2,5 µg pHelper, pAAV-RC und 
entweder pAAV-BRAF-Hyg oder pAAV-BRAF-Neo nach der PEI-Methode transient transfiziert.  Nach 48 
Stunden wurde das Medium abgenommen, die Zellen mit einem Zellschaber geerntet und beides in einem 
15 mL Gefäß vereint.  Die  Zellen wurden durch dreifaches  Schockgefrieren in  flüssigem Stickstoff  und 
anschließendes Auftauen im Wasserbad bei 37°C lysiert.  Zelltrümmer wurden durch Zentrifugation mit 
15 000 RZB für 5 min bei 4°C abgetrennt. Der Überstand wurde aliquotiert und bei -80°C gelagert.
3.12.3  Gewinnung und Charakterisierung eines Einzelklones
Im  Gewebe  können  sich  die  einzelnen  Zellen  gegenseitig  mit  ausreichenden  Konzentrationen an 
Wachstumssignalen  versorgen.  Bei  kultivierten  Zellen  ist  dies  in  hohen  Verdünnungen  oder  nach 
Vereinzelung nicht möglich. Hier können nur solche Zellen ohne weitere Stimulanzien proliferieren, die 
sich selbst mit Wachstumssignalen versorgen. Wie die meisten Krebszelllinien lässt sich RKO sehr gut 
vereinzeln.
RKO-Zellen wurden im Hämacytometer gezählt.  Es wurden ca. 30 Zellen in 20 mL DMEM-Vollmedium 
aufgenommen  und  in  einer  96-well  Zellkulturplatte  eingesät.  Nach  fünf  Tagen  wurden  Kammern  mit 
Einzelkolonien positiv und solche mit Mehrfachklonen negativ markiert und fortan im Abstand einiger Tage 
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Abbildung  16:  Schematische  Darstellung  der  Fusions-PCR. In  einer  Standard-PCR  wurden  zunächst  die 
Homologiearme amplifiziert und um Linker-Sequenzen (gelb) ergänzt. In der Fusions-PCR vermittelten die Linker das 










kontrolliert.  Sobald  die  ersten  Einzelklone  mehrlagiges  Wachstum  zeigten,  wurden  die  Zellen  in 
entsprechend größere Kulturgefäße überführt. Während des Expansionsprozesses wurde genomische DNA 
aus Zellaliquots isoliert, um per Sequenzierung die  BRAFT1799A-Mutation in den Subklonen zu bestätigen. 
Ein weiteres Aliquot der Klone wurde zum Testen der Rekonstitution eingefroren und nach zwei Tagen 
wieder  aufgetaut.  Anschließend  wurden  vitale  Zellen  für  Sensitivitätsassays  auf  die  im  Folgenden 
verwendeten Antibiotika ausgewählt.
In einer zwölftägigen Inkubation wurde die Sensitivität auf G418-Sulfat und Hygromycin B getestet. Bei 
Konzentrationen oberhalb von 0,8 bis  1,0 g · L-1,  bzw. 250 bis  300 mg · L-1 wurden keine überlebenden 
Zellen beobachtet.  Nach dieser basalen Charakterisierung wurde der Subklon RKO-E1 für die weiteren 
Arbeiten ausgewählt.
3.12.4  Primäre Infektion und Selektion
Zellen des RKO-Subklones wurden in 10 cm Zellkulturschalen ausgesät und bis zu einer Konfluenz von 
60 % inkubiert. Es wurden 0,2 mL AAV-BRAF-Hyg Lysat mit serumfreien DMEM ohne Antibiotikazusätze 
auf 2 mL verdünnt und direkt auf den Zellrasen gegeben. Nach dreistündiger Inkubation bei 37°C wurden 
10 mL DMEM-Vollmedium zugegeben und für 33 Stunden weiter inkubiert. Die anschließend konfluenten 
Zellen wurden mit Trypsin abgelöst, in zwei Flaschen DMEM-Vollmedium (entsprechend etwa 1,1 L) mit 
0,8 g·L-1 Hygromycin B aufgenommen und zu je 0,2 mL pro Kammer auf 96-well Zellkulturplatten verteilt. 
Es  wurden  jeweils  fünf  Platten  gestapelt  und  zur  weiteren  Inkubation  zusammen  in  einer  Lage 
Polyethylenfolie eingewickelt. Infektion und Selektion wurden nach einer Woche mit zwei weiteren 10 cm 
Zellkulturschalen wiederholt
Im Abstand einiger Tage wurde die Koloniebildung kontrolliert.  Aus 1,1 L Zellsuspension, entsprechend 
einer  10 cm  Zellkulturschale,  wurden  etwa  1 200  Kolonien  gewonnen.  Kammern  mit  Einzel-  und 
Mehrfachkolonien  wurden  entsprechend  markiert.  Nach  fünf  Wochen  nahmen  besonders  schnell 
wachsende Kolonien mehr als die Hälfte der Kammerfläche ein und zeigten mehrlagiges Wachstum. Zu 
diesem Zeitpunkt wurden die Zellen in markierten Kammern mit 20 µL Trypsinlösung suspendiert.  Ein 
Aliquot von 2 µL wurde in 96-well PCR-Platten überführt,  in denen zuvor jeweils 5 µL Lyse-N-Go PCR-
Reagenz (Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford USA) vorgelegt wurde. Die restlichen Zellen wurden mit 
0,2 mL frischem Selektionsmedium weiter inkubiert.











In 96-well PCR-Platten wurden jeweils 20 µL PCR-Mastermix mit KAPA Taq-Polymerase und inklusive 5 % 
PCR-Färbelösung vorgelegt und mit 2 µL Lyse-N-Go Lysat versetzt. Bei den Primerpaaren BRAF-Screening-
A  und  BRAF-Screening-B liegt  jeweils  ein  Primer  außerhalb  des  Homologiearmes  in  der  genetischen 
Sequenz und der andere innerhalb der Resistenzkassette. Auf diese Weise konnten nach 35 PCR-Zyklen 
positive Klone anhand einer diskreten Produktbande im Agarosegel identifiziert werden. Kandidaten, die 
mit  beiden  Screening-Primepaaren  positiv  erschienen,  wurden  genotypisiert.  Analog  der  RKO-
Subklonierung wurden aus verifiziert positiven Klonen Zelllinien durch Expansion etabliert.
3.12.5  Sekundäre Infektion
Knockout-postitive Zellen aus der ersten Infektion wurden in 10 cm Zellkulturschalen ausgesät und analog 
zur primären Infektion mit AAV-BRAF-Neo Lysat infiziert. Die Selektion erfolgte im 96-well Format durch 
Zusatz  von  2,5 g · L-1 G418-Sulfat  und  0,8 g · L-1 Hygromycin B.  Ausgehend  von  einer  10 cm 
Zellkulturschale wurden Ausbeuten von 1 100 bis 1 500 Kolonien erhalten. Infektion und Selektion wurden 
seriell wiederholt und mit Hilfe der Screening-PCRs analysiert. Klone, für die in beiden Screening-Setups 
positive  Signale  erhalten  wurden  und  die  resistent  gegen  beide  Antibiotika  waren,  wurden  durch 
Sequenzierung verifiziert.
3.13   Sensitivitätsassays
Vor Beginn der Versuche zur 
Chemosensitivität wurde die 
optimale  Zelldichte  be­
stimmt. Alle zu untersuchen­
den Zelllinien wurden in ei­
ner  Reihe  verschiedener 
Konzentrationen  in  96-well 
Zellkulturplatten  vorgelegt 
und  in  DMEM-Vollmedium 
inkubiert.  Diejenige  An­
fangsdichte, die nach sieben 
Tagen  eine  Konfluenz  von 
100 % zeigte, wurde für die weiteren Assays verwendet.
Die zu vergleichenden Zellen wurden in 100 µL DMEM-Vollmedium mit der ermittelten Zelldichte im 96-
well  Format  eingesät  und  inkubiert.  Nach  einem  Tag  wurden  100 µL  Medium mit  dem  zu  testenden 
Wirkstoff zu jedem Aliquot gegeben. Neben einer Leerprobe wurden in einer Verdünnungsreihe sieben 
Konzentrationen eines Wirkstoffes hergestellt. Jede Konzentration wurde mit jeder Zelllinie in Triplikaten 
untersucht (Abbildung 17).
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Abbildung  17:  Pipettierschema  für  Chemosensitivitätsassays. Die 
Konzentrationsreihen in 96-well Platten wurden in der Regel zeilenweise um einen 
Experiment-spezifischen Faktor erhöht.
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3.14   Proliferationsassays
Zur Bestimmung der Proliferation wurde eine definierte Anzahl von Zellen mit DMEM-Vollmedium in Mul­
tiwell-Zellkulturplatten ausgesät und über Nacht inkubiert. Die Zelldichte wurde so gewählt, dass die am 
schnellsten  wachsenden  Zellen  nach  sechs  Tagen  eine  Konfluenz  von  100 %  gerade  erreichten.  Am 
nächsten Tag wurde in einem Teil der Aliquots die Zellzahl im Hämacytometer bestimmt. Aufgrund metho­
disch bedingt relativ großer Abweichungen zwischen einzelnen Messwerten wurde in allen Proliferations­
assays mit 4-fach Bestimmungen gearbeitet. Bei der weiteren Kultivierung der Zellen wurde in regelmäßi­
gen Abständen von 24 Stunden die Zellzahl im Hämacytometer bestimmt und gegen die Zeit aufgetragen.
3.15   Maximale Zelldichte
Zur Bestimmung der maximale Zelldichte wurden die Zellen mit 70 % Konfluenz in 6-well Zellkulturplatten 
ausgesät und inkubiert. Die Auszählung erfolgte im Abstand von 24 Stunden im Hämacytometer.
3.16   Alamarblau-Assays
Der Farbstoff Alamarblau ist membrangängig und diffundiert in kultivierte Zellen. Durch elektrochemische 
Reduktionsreaktionen mit Molekülen der zellulären Atmungskette kommt es zur Änderung der chromopho­
ren Eigenschaften. Dabei ist die Reaktionsgeschwindigkeit proportional zur Stoffwechselaktivität und somit 
zur Vitalität der Zellen. Alamarblau wird im Gegensatz zum klassischen MTT-Assay aufgrund seines relativ 
hohen Redoxpotentials von allen zellulären Redox-Komponenten reduziert (Tabelle 4). Alamarblau kann so­
wohl in photometrischen, als auch in fluorimetrischen Setups eingesetzt werden. Da der Farbstoff weder in 
seiner oxidierten, noch in der reduzierten Form zytotoxisch wirkt, können auch Zellen mit geringer Stoff­




bei pH = 7,0 und 25°C
NAD+ + 2 H+ + 2 e-    NADH⇆  + H+ − 320
NADP+ + 2 H+ + 2 e-    NADPH⇆  + H+ − 320
FAD+ + 2 H+ + 2 e-    FADH⇆  + H+ − 220
MTT(oxidiert) + 2 H+ + 2 e-    MTT⇆ (reduziert) − 110
Cytochrom(oxidiert) + e-    Cytochrom⇆ (reduziert) + 80 bis + 290
Alamarblau(oxidiert) + 2 H+ + 2 e-    Alamarblau⇆ (reduziert) + 380
O2 + 4 H+ + 4 e-    2⇆  H2O + 820
Tabelle  4:  Normalpotentiale  verschiedener  Redoxreaktionen. Alamarblau  wird  aufgrund  seines  hohen  Redox-
Potentials von allen zellulären Redox-Komponenten der Atmungskette reduziert.
Zellen wurden in 96-well Zellkulturplatten ausgesät und inkubiert. Zur Analyse der Vitalität wurden 10 µL 
Alamarblau-Lösung  (AbD  serotec,  Düsseldorf)  zu  200 µL  Kulturmedium  gegeben  und  durch  Schütteln 
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vermischt. Umgehend nach der Zugabe erfolgte die erste photometrische Messung im CytoFluor 4000-
System (Applied Biosystems, Life Technologies, Darmstadt) bei einer Anregungswellenlänge von 530 nm 
(± 25 nm) und einer Emissionswellenlänge von 620 nm (± 30 nm).  Der Farbumschlag wurde anfangs in 
Abständen  von  10  Minuten  beobachtet.  Je  nach  Einschätzung  der  Stoffwechselaktivität  wurden  die 
Zeitpunkte für weitere Messungen gewählt.
3.17   Durchflusszytometrie
Für zytometrische Messungen wurden die zu analysierenden Zellen im Kulturmedium mit dem Zellschaber 
geerntet. Nach Zentrifugation (900 RZB, 2 min, Raumtemperatur) wurde in PBS resuspendiert und erneut 
zentrifugiert.  Anschließend  wurden  etwa  100 000  Zellen  in  200 µL Nicoletti-Puffer  aufgenommen.  Zur 
Interkalation des im Puffer enthaltenen Fluorophors Propidiumiodid in die genomische DNA wurde vor der 
Analyse für mindestens 5 min bei 4°C inkubiert.
Die Vermessung der Zellen erfolgte an einem Accuri C6 oder mit dem FACSCalibur-System (beide: BD 
Becton-Dickinson  GmbH,  Heidelberg).  Jede  Probe  wurde  bis  zur  Erfassung  von  10 000  Ereignissen 
analysiert. Alle Datensätze wurden entweder mit der Accuri-Software CFlow Plus prozessiert, oder im FCS-
Format gespeichert und mit Flowing Software ausgewertet. Als Messgröße für das Zellvolumen diente das 
Vorwärtsstreulicht  der  Anregungswellenlänge,  das  bei  vergleichbaren  Zelltypen  Rückschlüsse  auf  die 
relativen Partikelgrößen ermöglicht. Zur Darstellung und Auswertung der Zellzyklusverteilung wurde das 
FL2-H Signal (FACSCalibur) oder das FL2-A Signal (Accuri C6) verwendet.
3.18   Färbung der Seneszenz-assoziierten -Galaktosidase-Aktivitätβ
Während im schwach sauren Milieu die meisten eukaryontischen Galaktosidasen inaktiv sind, bleibt eine 
Seneszenz-spezifische Variante des Enzyms aktiv.  Die -Galaktosidase-Aktivität  bei pHβ  = 6 ist  daher als 
zuverlässiger  Marker  der  zellulären  Seneszenz  etabliert.  Zellen  mit  erhöhter  Aktivität  dieses  Enzyms 
können durch das synthetische Substrat X-gal dauerhaft gefärbt werden107. Dabei wird das gelöste Substrat 
von der  -Galaktosidase  gespalten und bildet  nach Oxidation und Dimerisierung einen in  Wasser undβ  
Alkohol schwerlöslichen Indigo-Farbstoff.
Als  Negativkontrolle  für  die  Färbung  seneszenter  Zellen  wurden  beliebige  kolorektale  Krebszelllinien 
verwendet,  die  zum jeweiligen Versuchszeitpunkt  parallel  in Kultur waren.  Als  Positivkontrolle  wurden 
murine embryonale Fibroblasten gewonnen und in Primärzellkultur mindestens dreimal passagiert.  Die 
Zellen wurden in 6-well  Zellkulturschalen ausgesät  und inkubiert.  Vor  Erreichen der Konfluenz wurde 
zweimal mit PBS gewaschen und mit je 1 mL Paraformaldehydlösung (2 % in PBS) für maximal 5 min 
fixiert. Um eine Überfixierung zu vermeiden, wurde die Fixierlösung durch erneutes zweimaliges Waschen 
mit PBS entfernt. Die fixierten Zellen wurden über Nacht bei 37°C in einem verschlossenen Wasserbad mit  
X-gal  Färbelösung  inkubiert.  Am  nächsten  Morgen  wurde  bei  Raumtemperatur  einmal  mit  PBS  und 
zweimal  mit  Methanol  gewaschen.  Die  selektive  Färbung  seneszenter  Zellen  wurde  im  Durchlicht-
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Mikroskop  anhand  der  Kontrollzelllinien  überprüft  und  durch  Auszählung  einzelner  Gesichtsfelder 
quantifiziert.
Zur  bildlichen  Dokumentation  der  Seneszenz-abhängigen  Färbung  wurde  eine  Gegenfärbung  mit 
Azokarminrot vorgenommen. Es wurde eine Lösung von 0,1 % des Farbstoffs in 1 % Essigsäure direkt auf 
die getrockneten Zellen gegeben und für 5 min bei Raumtemperatur geschwenkt. Anschließend wurde der 
Farbstoff  sukzessive  bis  zum  Erreichen  der  gewünschten  Farbintensität  mit  PBS  ausgewaschen.  Zum 
Abschluss wurden die Zellen erneut zweimal mit Methanol gewaschen und getrocknet.
3.19   RNA-Interferenz
3.19.1  siRNA
Transiente  Transfektionen  mit  siRNA-Oligonukleotiden  wurden  nach  der  Lipofectamine-Methode 
durchgeführt.  Zur Überprüfung der Transfektionseffizienz wurden 0,5 µg pBMN-Z-IRES-GFP zu jeweils 
einem  Kontroll-Aliquot  zugegeben.  Die  Expression  des  Kontrollgens  wurde  im  Fluoreszenzmikroskop 
qualitativ kontrolliert. Die Zellen wurden 72 Stunden nach der Transfektion geerntet und für Western-Blots 
lysiert.
3.19.2  shRNA
Das Plasmid pTER/shBRAF stellt eine Möglichkeit zur induzierbaren Transkription von shRNA-Sequenzen 
in transfizierten Zellen dar108. Nach Kotransfektion mit einem Expressionskonstrukt für den Tet-Repressor 
bindet dieser im Promotorbereich der shRNA und verhindert deren Transkription. Durch die Zugabe von 
Tetracyclin  zum  Kulturmedium  wird  der  Repressor  gebunden  und  seine  Affinität  zum  Tet-Operon 
herabgesetzt. Die zelluläre Transkriptionsmaschinerie synthetisiert nun Short-Hairpin-Konstrukte, in deren 
Gegenwart die endogene BRAF-mRNA degradiert wird.
RKO-E1 und RBOW wurden in 10 cm Zellkulturschalen bis zu einer Konfluenz von etwa 50 % kultiviert. 
Anschließend wurden die Zellen mit 1,5 µg pTER/shBRAF und 1,5 µg pcDNA6/TR transfiziert  und über 
Nacht weiter inkubiert. Am nächsten Tag wurde die Selektion mit 8 mg · L-1 Blasticidin und 1 g · L-1 Zeocin 
begonnen. Nach etwa drei Wochen wurden einzelne Kolonien mit einer Pipettenspitze abgelöst, in 20 µL 
Trypsin-Lösung  vereinzelt  und  zunächst  in  48-well  Zellkulturplatten  zu  monoklonalen  Versuchslinien 
expandiert.
Die Identifikation und Auswahl positiver Klone erfolgte in Western-Blots für B-Raf und phospho-Erk 1/2.
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3.20   B-Raf Tiermodelle
Alle  verwendeten Tiere  entstammten dem C57BL/6  Hintergrund.  Männliche Mäuse wurden paarweise, 
weibliche  in  Gruppen  von  bis  zu  vier  Tieren  in  Käfigen  des  Typs  II/long  gehalten.  Die  Tiere  hatten 
ad libitum Zugang zu Wasser und Nagetierfutter (V1534, Ssniff Spezialdiäten GmbH, Soest).
3.20.1  Konditionaler BRAF-Knockin im ROSA26-Genlokus
Aus dem Plasmid pcDNA3/BRAFT1799A wurde die kodierende Sequenz für B-RafV600E per PCR amplifiziert und 
um terminale  Restriktionssequenzen  erweitert.  Mit  Hilfe  der  Enzyme  NheI  und  NotI  wurde  das  PCR-
Produkt in die Expressionskassette des Plasmids pBigT eingefügt. Der Vektor pBigT ist ein verbreitetes 
Adapterplasmid  für  das  Targeting im  ROSA26-Genlokus109.  In  pBigT  befindet  sich  eine  loxP-flankierte 
Resistenkassette  bestehend  aus  dem  PGK-Promotor,  dem  neo-Resistenzgen  und  einer  dreifachen 
Polyadenylierungssequenz  aus  dem  SV40-Virus.  Der  Resistenzkassette  vorangestellt  ist  eine  Spleiß-
Akzeptorsequenz.  5‘-terminal vor dieser liegt eine  PacI-Restriktionsstelle.  Nach der Kassette folgen ein 
Polylinker,  die  Polyadenylierungssequenz  des  BGH-Gens  (Bovine  Growth  Hormone) und  eine  AscI-
Restriktionsstelle (Abbildung 18).
Ein Fragment, das alle beschriebenen Sequenzmerkmale enthielt, wurde mit PacI und AscI aus pBigT aus­
geschnitten und in pROSA26-PA einkloniert. Homologiearme vor und hinter den funktionalen Motiven von 
etwa 1 100 bzw. etwa 4 300 Basenpaaren ermöglichen eine Rekombination mit der genomischen DNA im 
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Abbildung 18: Knockin der humanen BRAF-Sequenz in den ROSA26-Genlokus der Maus. Die kodierende Sequenz 
für  humanes  B-RafV600E wurde  zunächst  in  einem  Adapter-Plasmid  ohne  eigenen  Promoter  zwischen  eine  Neo-
Resistenzkassette  und  eine  Polyadenylierungs-Sequenz  kloniert.  Das  Konstrukt  wurde  im  eigentlichen  Targeting-
Plasmid um homologe Sequenzen erweitert,  die eine Rekombination im  ROSA26-Genlokus der Maus ermöglichen. 
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Zellkern. Das Plasmid pROSA26-PA ist ein Derivat des Targeting-Konstruktes pROSA26-1, das um Restrikti­
onsstellen für PacI und AscI erweitert wurde110. Beide Enzyme haben lange Erkennungssequenzen von acht 
Basenpaaren, weshalb diese relativ selten vorkommen und in der Regel nicht mit der weiteren Klonierungs­
strategie kollidieren. Der ROSA26-Genlokus ist für Rekombinationen gut zugänglich und erzeugt nach sei­
ner Zerstörung keinen offensichtlichen Phänotyp111. ES-Zellen, die die Plasmid-DNA unspezifisch aufge­
nommen haben, exprimieren ein 3‘-terminal zur Homologieregion lokalisiertes Gen für das Diphteria-Toxin 
A und sterben ab. Nach erfolgreicher Rekombination werden nur die gefloxte Resistenzkassette und das 
Transgen in die Keimbahn der Mäuse aufgenommen. Nach dem Targeting mit pROSA26-Plasmiden wird 
der endogene ROSA26-Promotor genutzt, um das Transgen ubiquitär zu exprimieren.
Das Targeting-Plasmid wurde mit KpnI linearisiert und durch Elektroporation mit dem Amaxa Nucleofector 
System (Lonza Cologne GmbH, Köln)  in murine  embryonale Stammzellen (ES-Zellen)  eingebracht.  Die 
transfizierten Zellen wurden mit 0,2 g · L-1 G418-Sulfat selektiert.
3.20.2  Konditionaler BRAF-Knockin im Aktin-Genlokus
In Mausmodellen deren Knockin-Gen unter der Kontrolle eines endogenen Promotors steht werden in der 
Regel Genexpressionsraten in physiologischen Größenordnungen erreicht. Berücksichtigt man die relativ 
kurze Lebensdauer einer Maus, sind gerade für onkologische Fragestellungen oft höhere Expressionsraten 
des zu untersuchenden Gens sinnvoll.
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Abbildung 19: Knockin einer BRAF-Expressionskassette durch Targeting des Aktin-Lokus. In diesem Setup werden 
BRAF-Sequenz  und  Resistenzkassette  in  die  3‘-terminale  untranslatierte  Region  des  Aktin-Gens  eingefügt.  Die 
Expression des Resistenzmarkers oder, nach Cre-vermittelter Rekombination, die des transgenen BRAF wird über eine 
interne  Ribosom-Erkennungssequenz  erreicht.  Im  Gegensatz  zur  ROSA26-Strategie  bleibt  in  diesem  Setup  die 
endogene Expression des rekombinierten Genlokus erhalten (siehe Abbildung 18).
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Politi et al. konnten zeigen, dass durch einen Knockin im Genlokus für -Aktin eine hohe Promotoraktivitätβ  
mit den Vorteilen des zielgerichteten Knockin-Ansatzes verbunden werden kann112. Das Strukturprotein -β
Aktin macht bis zu 5 % des zellulären Proteins aus und ist essentiell für das Überleben einer Zelle. Um 
diesen stark exprimierten Genlokus durch die Manipulation nicht in seiner Funktion zu beeinträchtigen, 
werden die für den Knockin benötigten Sequenzen in die 3‘-terminale UTR (untranslatierte Region) des 
Gens eingefügt. Durch das Einfügen einer IRES-Sequenz (Internal Ribosomal Entry Site) wird das -Aktin-β
Transkript  zur  Expression  des  Transgens  genutzt.  Die  mRNA  wird  dabei  um  eine  gefloxte 
Exressionskassette  für  das  neo-Reistenzgen,  sowie  um  das  Knockin-Gen  einschließlich  einer 
Polyadenylierungssequenz erweitert. Von dem Transkript des manipulierten Gens wird weiterhin Aktin für 
das  Zytoskelett  synthetisiert.  Darüber  hinaus  produziert  die  Zelle  durch  die  IRES  zunächst  den 
Selektionsmarker und nach Cre-vermittelter Rekombination das Knockin-Gen (Abbildung 19).
Für das Targeting des -Aktin Genlokus wurde pBS/AP/pA als Adapterplasmid verwendet. Dabei handelt esβ  
sich um einen modifizierten pBluescript Klonierungsvektor, in dessen Polylinker die Erkennungssequenzen 
von PacI,  PmeI und AscI eingefügt wurden. Darüber hinaus befindet sich die pA-Sequenz des BGH-Gens 
zwischen  XbaI-  und  NotI-Sequenz.  Das  Plasmid wurde in  dieser  Form zur  Verfügung gestellt  von Dr. 
Marlon Schneider, Genzentrum der Universität München. Ein Amplifikat der  BRAFT1799A-CDS wurde über 
PacI  und  XbaI  Restriktionsstellen  in  pBS/AP/pA  einkloniert.  In  einem  kombinierten  PacI-NotI-Verdau 
wurden CDS und pA-Sequenz ausgeschnitten und in das ursprünglich publizierte Targeting-Plasmid einge­
fügt. Die Transfektion von murinen embryonalen Stammzellen durch Elektroporation mit dem linearisierten 
Plasmid und die anschließende Selektion erfolgten analog zum Knockin-Ansatz im ROSA26-Genlokus.
3.20.3  Transgenes Villin-BRAF-Modell
Im Plasmid p12.4KVill befindet sich ein etwa 
12 400 bp langes Fragment des murinen Vil­
lin-Gens,  in  dem  die  Promotorregion  samt 
cis-aktivierender  Elemente  enthalten  ist113. 
Die Sequenz beginnt etwa 6 700 bp aufwärts 
des ersten Exons,  das eine 5‘-UTR enthält. 
Sie endet ca. 5 700 bp nach Transkriptions­
beginn  in  der  5‘-terminalen  Region  des 
ersten  translatierten  Exons.  Die  Villin-
Sequenz  enthält  kein  ATG-Triplet,  sondern 
endet kurz vor dem endogenen Translations­
start.  Auf  die  Promotor-Enhancer-Region 
folgt  im  Plasmid  ein  Polylinker für  die 
Einklonierung der im Darm zu exprimieren­
den Sequenz und ein Polyadenylierungsteil 
aus dem SV40-Virus (Abbildung 20).
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Abbildung  20:  Expression  von  BRAF  in  Abhängigkeit  vom 
murinen  Villin-Promotor. Zur  Expression  des  BRAF-Gens  im 
Darmgewebe  transgener  Mäuse  wurde  ein  Expressionskonstrukt 
mit  Villin-Promotor  hergestellt,  mit  PmeI  linearisiert  und  in  die 
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Ein Amplifikat der CDS für V600E-mutiertes B-Raf wurde über Pfl23I (Isochizomer zu BsiWI) und MluI in 
p12.4KVill einkloniert. Anschließend wurden die funktionalen Elemente des pUC18-Rückgrates über einen 
Verdau mit PmeI entfernt. Die linearisierte DNA wurde im Genzentrum der Universität München in die Vor­
kerne befruchteter muriner Eizellen injiziert. Auf diese Weise manipulierte Zygoten wurden ebenfalls von 
Mitarbeitern des Genzentrums in trächtige Mäuse transplantiert. Nach der Geburt der Jungtiere wurde an­
hand von Schwanzbiopsien auf eine erfolgreiche Integration des Transgens in das Genom der Tiere unter­
sucht. Die dabei eingesetzten Primerpaare (BRAF-CDS-143-RV in Kombination mit mVillin-8479-FW oder 
mVillin-8651-FW) deckten gezielt die Schnittstelle zwischen Villin-Promotor und BRAF-CDS ab.
3.21   Alternatives Spleißen
Im Rahmen einer Klonierung der kodierenden BRAF-Sequenz wurde Gesamt-RNA aus RKO-Zellen gewon­
nen. Anschließend erfolgte eine reverse Transkription in cDNA mit Hilfe des Invitrogen SuperScript II First 
Strand  Synthesis  System.  Die  BRAF-CDS  wurde  mit  den  Primern  BRAF-42-FW-EcoRI  und 
BRAF-2388-RV-XbaI amplifiziert  und in den Klonierungsvektor pUC19 ligiert.  Kompetente  E.coli DH5α 
wurden mit den Ligationsprodukten transformiert, auf LB-Agarplatten mit Ampicillin ausgestrichen und in­
kubiert. Bei der routinemäßigen Kontrolle von Einzelklonen durch Sequenzierungen mit den Klonierungs-
Primern wurde ein neuartiges  BRAF-Transkript identifiziert. Zeitgleich mit der Verifikation und Aufarbei­
tung der mRNA-Variante wurde das alternative Spleißprodukt von Seth  et al. in verschiedenen Zelllinien 
des kolorektalen Karzinoms beschrieben80.
Aufbauend auf diesem Zufallsfund wurde die Transkription des BRAF-Gens in RKO näher untersucht. Dazu 
wurden weitere Amplifikate der BRAF-cDNA in pUC19 einkloniert. Nach der Transformation kompetenter 
Bakterien wurde die Plasmid-DNA von 192 Einzelkolonien in Minipräparationen isoliert. Zur gezielten Ana­
lyse des alternativen Spleißens im Bereich der Transaktivierungsdomäne wurden PCR-Produkte mit einem 
Primerpaar aus BRAF-CDS-1727-FW und BRAF-CDS-2077-RV generiert. Im Agarosegel wurden die Lauf­
höhen  der  analytischen  PCR-Amplifikate  mit  der  der  Standardsequenz  verglichen.  Plasmid-Proben  mit 
abweichenden Sequenzlängen wurden durch Phenol-Chloroform-Extraktion gereinigt und sequenziert.
Alle 192 Klone wurden analog dazu in einer PCR mit BRAF-CDS-1082-FW und BRAF-CDS-1191-RV auf 
alternatives Spleißen im Bereich von Exon 9 untersucht114.
Die vollständige CDS jeweils eines verifizierten Klons für jede B-Raf Variante wurde aus pUC19 mit Hilfe 
der Restriktionsstellen  EcoRV und  XbaI  in das Expressionsplasmid pcDNA3 umkloniert.  HEK293-Zellen 
wurden mit der Plasmid-DNA transfiziert und mit G418-Sulfat auf stabil transfizierte Klone selektiert. Ein­
zelklone wurden von 10 cm Zellkulturschalen in Multiwell-Platten überführt und expandiert. Zur Bestim­
mung der B-Raf Kinaseaktivität wurden Zelllysate auf die Phosphorylierung von Mek 1/2 und Erk 1/2 im 
Western-Blot  untersucht.  Die  Signalintensitäten  für  B-Raf,  pan Mek 1/2  und  phospho-Mek 1/2  wurden 
densitometrisch ausgewertet.
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3.22   Cdh1-Modell
Sämtliche  Zuchtmaßnahmen  im  Cdh1-Modell  fanden  im  Tierstall  des  Genzentrums  der  Universität 
München statt. Diese Arbeiten wurden ausschließlich von Mitarbeitern des Genzentrums durchgeführt und 
werden hier in zusammengefasster Form wiedergegeben.
Mäuse mit homozygot gefloxtem E-Cadherin Allel  Cdh1fl/fl wurden mit Villin-Cre-ERT2 transgenen Tieren 
gekreuzt115 116.  Nach der  Entnahme von Schwanzbiopsien wurden die  Jungtiere  per  PCR genotypisiert. 
Anschließend  wurden  doppelt  heterozygote  Tiere  mit  Cdh1wt/fl Mäusen  verpaart,  um  eine  Villin-Cre-
ERT2;Cdh1fl/fl Linie zu erzeugen. Homozygot Cre-defiziente Tiere aus diesen Würfen wurden als Kontrollen 
eingesetzt.
In den so generierten Verum-Tieren steht die Cre-Rekombinase unter der Kontrolle des Villin-Promotors,  
der in adulten Mäusen spezifisch im Darmgewebe aktiv ist. Durch intraperitoneale Gabe von jeweils 1 mg 
4-OH-Tamoxifen  wurde  die  Expression  der  Cre-Rekominase  nach  verschiedenen  zeitlichen  Protokollen 
induziert. Bei Injektionen an den Tagen 1, 2 und 3 wurde ein besonders starker Phänotyp erreicht, bei dem 
die Mäuse in den darauffolgenden Tagen verstarben. Für die Versuche wurde daher ein milderes Protokoll 
mit Tamoxifen-Gaben an den Tagen 1, 2, 5 und 8 verwendet, bei dem die Tiere an Versuchstag 12 getötet 
und seziert wurden.
3.22.1  Panethsche Zellen
Der  histochemische  Teil  der  Arbeiten  zur  Charakterisierung  der  Panethschen  Zellen  wurde  von 
Mitarbeitern  des  Instituts  für  Pathologie  der  Universität  München  durchgeführt  und  wird  hier  in 
zusammengefasster Form wiedergegeben.
Die  Dünndärme  von  Mäusen,  die  an  Tag  1,  2,  5  und  8  mit  Tamoxifen  behandelt  wurden,  wurden 
entnommen, von anhaftendem Gewebe befreit und mehrmals mit PBS gespült. Ähnlich der verbreiteten 
Swiss-Roll Präparationsmethode, jedoch ohne die Därme längs zu öffnen, wurden die Organe aufgerollt, in 
4 % Formalin  fixiert  und in  Paraffinblöcke gegossen117.  Querschnitte  durch das  Gewebe wurden nach 
Hämatoxylin-Eosin-Färbung mikroskopisch kontrolliert. Unversehrte Bereiche mit etwa 4 mm Kantenlänge 
wurden  aus  dem  Paraffinblock  ausgeschnitten  und  in  einem  Epon-analogen  Einbettmedium 
eingeschlossen.  Von  den  so  umgebetteten  Darmabschnitten  wurden  Semidünnschnitte  in  2 µm 
Schnittdicke  angefertigt  und  mit  Azur-Eosin-Methylenblau  angefärbt  (Giemsas  Färbung).  Einzelne 
Gesichtsfelder wurden in 630-facher optischer Vergrößerung fotografiert und zur quantitativen Auswertung 
zusätzlich digital vergrößert.
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3.22.2  Bakterielle Distribution
Die  Assays  zur  bakteriellen  Distribution  in  Abhängigkeit  zum  Cdh1-Status  der  Mäuse  wurden  im 
Pettenkofer-Institut  für  Mikrobiologie  der  Universität  München  durchgeführt.  Die  Arbeiten  wurden 
überwiegend  von  Mitarbeitern  des  Pettenkofer-Institutes  durchgeführt  und  werden  hier  in 
zusammengefasster Form wiedergegeben.
Weibliche  Tiere  im  Alter  von  sechs  bis  acht  Wochen  wurden  an  den  Versuchstagen  1,  2  und  4  mit 
Tamoxifen behandelt. Anschließend wurde oral mit induzierbar biolumineszierenden Yersinia enterocolitica 
infiziert118. Dazu wurden den Tieren nach 16 Stunden Futterentzug jeweils 109 CFU in einem Volumen von 
50 µL mit einer 200 µL Pipettenspitze oropharyngeal appliziert. Nach fünf Tagen Inkubation, gefolgt von 
der Induktion der bakteriellen Lumineszenz durch intraperitoneale Gabe von 120 mg L-Arabinose, wurden 
die Mäuse seziert.  Die Detektion erfolgte auf einem IVIS Lumina System (Caliper Life Sciences GmbH, 
Mainz).  Frisch  entnommene  Dünndärme wurden  als  Ganzes  luminometrisch  aufgenommen.  Zusätzlich 
wurde das intestinale Lumen gespült und in verschiedenen Verdünnungen auf Müller-Hinton Agarplatten 
ausgestrichen. Analog dazu wurden Peyersche Plaques isoliert, homogenisiert und ebenfalls ausgestrichen. 
Nach 36 Stunden Inkubation bei 27°C erfolgte die luminometrische Quantifizierung.
3.22.3  Charakterisierung eines chronischen Cdh1-Knockouts
An Villin-Cre-ERT2;Cdh1fl/fl Tiere wurden die chronischen Auswirkungen eines Verlustes von E-Cadherin im 
Darm der Mäuse auf die Barrierefunktion untersucht. Dazu wurden acht Verum- und acht Kontrolltiere aus 
der  spezifisch  pathogenfreien  Haltung  in  einen  Tierstall  nach  Felasa-Standard  überführt.  Durch  eine 
Initiationsphase von zwei Monaten, wurde die einheitliche mikrobiotische Angleichung der Versuchstiere 
gewährleistet.  Danach  wurde  das  Cdh1-Allel  der  Verumtiere  durch  intraperitoneale  Gabe  von  1 mg 
4-Hydroxy-Tamoxifen (10 g · L-1 in Maisöl) rekombiniert, während den Kontrolltieren 100 µL Maisöl ohne 
Wirkstoff  verabreicht  wurde.  Die  Injektionen  wurden  an  Tag 2  und  Tag 7  und  anschließend  einmal 
wöchentlich  wiederholt.  Alle  Versuchstiere  wurden  mehrmals  wöchentlich  kontrolliert  und  regelmäßig 
gewogen.
Nach  sechs  Monaten  wurden  die  Tiere  durch  zervikale  Dislokation  getötet  und  seziert.  Dünn-  und 
Dickdarm wurden entnommen und von Zökum und peripherem Fettgewebe getrennt.  Das Darmlumen 
wurde durch mehrfaches Spülen mit PBS gereinigt. Nach dem Einbetten in Paraffin wurden im Institut für 
Pathologie  der  Universität  München  horizontale  Schnitte  für  histologische  Färbungen angefertigt.  Die 
Proben wurden jeweils  mit  Hämatoxylin-Eosin und durch die PAS-Reaktion  (Periodic Acid-Schiff) nach 
Standardprotokollen gefärbt und mikroskopisch ausgewertet.
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4    Ergebnisse
4.1   BRAF-Targeting in RKO
4.1.1  Verifikation der parentalen Zellen
RKO ist eine Mikrosatelliten-instabile Zelllinie, die chromosomal weitgehend stabil ist. Dennoch weist RKO 
keinen perfekt diploiden Chromosomensatz auf. Regelmäßig kommt es in RKO-Zellkulturen zur Ausbildung 
einzelner  tetraploider  Klone,  die  anhand  ihrer  abweichenden Morphologie  und  überdurchschnittlichen 
Größe  identifiziert  werden  können119.  Diese  abweichenden  Einzelzellen  konnten  in  dem  verwendeten 
Zellaliquot beobachtet werden.
Darüber hinaus zeigt RKO eine Multiplikation des Abschnittes von Chromosom 7, auf dem das BRAF-Gen 
lokalisiert ist. Aus diesem Grund besitzen RKO-Zellen ein Wildtyp- und zwei onkogen mutierte Allele für 
B-Raf. Durch Sequenzierung genomischer DNA und Auswertung der Sequenzhistogramme wurde dieser 
Genotyp in den verwendeten Zellen kontrolliert.
4.1.2  Isolierung und Expansion eines Subklones
Um einen homogenen genetischen Hintergrund zu gewährleisten und klonale Effekte zu minimieren, sollte 
aus RKO ein Subklon generiert werden. Nach der Vereinzelung von RKO-Zellen und der Expansion der 
Einzelkolonien wurde der Klon RKO-E1 für die weiteren Experimente ausgewählt. RKO-E1 wies dabei eine 
RKO-typische  Morphologie  auf,  zeigte  im  Vergleich  mit  anderen  Einzelklonen  eine  durchschnittlich 
schnelle  Proliferation  und  eine  gute  Vitalität  nach  Kryokonservierung.  Der  ursprüngliche  Genotyp 
BRAFonc/onc/wt wurde durch Sequenzierung bestätigt.
Die  Sensitivität  von RKO-E1 auf  G418-Sulfat  und Hygromycin B wurde zu 0,9 g · L-1,  bzw.  275 mg · L-1 
bestimmt. Für die im Rahmen der  Targetings durchgeführten Selektionen von infizierten RKO-E1 Zellen 
wurden Konzentrationen von 2,5 g · L-1 (G418-Sulfat) und 0,8 g · L-1 (Hygromycin B) verwendet.
4.1.3  Klonierung der Targeting-Konstrukte
Für  die  Rekombination  einzelner  BRAF-Allele  sollten 
provirale  Targeting-Konstrukte  hergestellt  werden.  Mit 
Hilfe  genomischer  DNA  des  RKO-Subklons  RKO-E1 
wurden  die  Homologiearme  in  einer  PCR  mit  Phusion 
HotStart Polymerase amplifiziert. Die Konzentrationen von 
linkem (LHA) und rechtem Homologiearm (RHA) wurden 
in zwei sequenziellen Agarosegelen beurteilt und einander 
angeglichen. Zudem wurde je ein Aliquot der Neo- und 
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Abbildung  21:  Vorbereitung  der  Fusions-PCR. 
Die  DNA-Mengen  von  Resistenzkassetten  und 
Homologiearmen  wurden  im  Agarosegel 










Hyg-Resistenzkassette  aufgetragen,  um  äquimolare  Konzentrationen  einzustellen,  entsprechend  einem 
Verhältnis der Massenkonzentrationen von 1 : 4 (Homologiearme : Template-DNA) (Abbildung 21).
Die  Reaktionsbedingungen zur  Amplifikation  des  Fusions-PCR-Produktes  wurden  sukzessive  optimiert. 
Unter  Verwendung  eines  Touchdown-PCR-Programmes  für  Phusion  HotStart  Polymerase  konnten  die 
erwarteten  Fragmente  nach  22  Reaktionszyklen  durch 
Agarosegelelektrophorese nachgewiesen und isoliert werden. Parallel 
sollte die hydrolytische Zersetzung der Template-Fragmente während 
der  PCR-Zyklen  analysiert  werden.  Dazu  wurde  eine  Probe  der 
Template-DNA  mit  PCR-Pufferlösung  versetzt  und  dem 
Temperaturprotokoll unterzogen (Abbildung 22).
Die  Fusions-PCR-Produkte  aus  jeweils  zehn Reaktionsansätzen pro 
Resistenzkassette  wurden  im  Agarosegel  gereinigt  und  vereinigt. 
Nach einem Restriktionsverdau mit  NotI  wurden die Fragmente in 
das Plasmid pAAV-MCS einkloniert. Die korrekte Positionierung der 
Sequenzen  in  den  Targeting-Konstrukten  wurde  in 
Restriktionsverdauen und durch Sequenzierung der Ligationsstellen 
kontrolliert.
4.1.4  Herstellung der Adeno-assoziierten Viren
Mit  Hilfe  des  proviralen  Targeting-Plasmids  sollten  in  einer  sogenannten  Packaging-Zelllinie  Adeno-
assoziierte  Viren hergestellt  werden,  um die  Zielzellen zu infizieren.  AAV-293 Zellen wurden mit  dem 
Targeting-Konstrukt  und  den  zwei  proviralen  Plasmiden  pAAV-RC  und  pHelper  kotransfiziert.  Die 
transfizierten  Zellen  wurden  während  der  Inkubation  regelmäßig  mit  einer  Schale  untransfizierter 
Kontrollzellen verglichen. Insbesondere wurde auf eine blasenförmig veränderte Morphologie geachtet, die 
sich laut Hersteller bei AAV-produzierenden Zellen einstellt120. Während der zweitägigen Inkubationszeit 
wurden  keine  solchen  morphologischen  Unterschiede  beobachtet.  Dennoch  konnte  die  Synthese 
infektiöser Viren nachgewiesen werden, indem es nach einer Testinfektion von RKO-E1 Zellen und der 
darauf folgenden Selektion innerhalb einer Woche zur Bildung resistenter Kolonien kam.
4.1.5  Etablierung von Zelllinien
Zur  Etablierung  eines  Infektionsprotokolls  für  RKO-E1  mit  Adeno-assoziierten  Viren  wurden 
unterschiedliche  Volumina  der  Viruspartikel-haltigen  Suspension  und  verschiedene  Inkubationszeiten 
getestet.
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Abbildung  22:  Etablierung  der 
Fusions-PCR. Die  Bedingungen  der 
Fusions-PCR wurden soweit optimiert, 
dass  nach  22  Zyklen  eine  deutliche 
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Ein Optimum von durchschnittlich 1 200 resistenten Kolonien pro Infektion einer 10 cm-Zellkulturschale 
wurde mit jeweils 0,2 mL AAV-Suspension und anschließender Verdünnung in insgesamt zwei Flaschen 
Selektionsmedium (etwa 1,1 L Gesamtvolumen) erreicht. Nach mehreren Infektionsdurchgängen, wurden 
Knockout-Kandidaten  im  Rahmen  der  Screening-PCRs  identifiziert.  In  den  anschließenden 
Sequenzierungen konnte in einem 
der Kandidaten die Rekombination 
des  Targeting-Konstruktes  mit 
einem  der  onkogen  mutierten 
Allele  nachgewiesen  werden.  Aus 
diesem Zellklon wurde die Zelllinie 
RBOW  (RKO-Derivat  BRAFonc/wt/del) 
etabliert.
Um  in  RBOW  ein  weiteres  Allel 
auszuschalten,  wurde  das 
Infektionsprotokoll  mit  dem  Virus 
AAV-BRAF-Neo  wiederholt.  Unter 
insgesamt etwa 10 100 Kandidaten 
aus  neun  Infektionsdurchgängen 
wurden  sieben  erfolgreiche 
sekundäre Knockouts identifiziert. Davon trugen sechs Klone die BRAF-Mutation und ein Klon das Wildtyp-
Allel.  Aus  den  positiv  sequenzierten  Klonen  wurden  die  Zelllinien  RBO-1,  RBO-2  (RKO-Derivate 
BRAFonc/del/del) und RBW-1 (RKO-Derivat BRAFwt/del/del) gewonnen (Abbildung 23).
4.1.6  Integrität der BRAF-Allele
Die Expression des BRAF-Gens von den verbliebenen 
Allelen wurde in Western-Blots kontrolliert und war in 
allen  Zellklonen  nachweisbar.  Auch  unter 
suboptimalen  Kulturbedingungen,  die  durch  eine 
Reduktion  des  Serumanteils  im  Nährmedium  von 
10 % auf 0,5 % hervorgerufen wurden, blieben die 
Expressionslevel  und  die  Proteinmengen  stabil 
(Abbildung 24).
4.1.7  Funktionale Verifikation des Knockouts
Die funktionale Bestätigung eines Knockouts auf Proteinebene kann bei Kinasen über die Phosphorylierung 
eines direkten oder indirekten Substrates erfolgen. Als direktes Substrat für B-Raf sollte die MAP-Kinase-
Kinase Mek 1/2 bevorzugt für einen solchen Nachweis verwendet werden. Dennoch wird in der Mehrzahl 
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Abbildung  24:  B-Raf  Proteinlevel  der  RKO-
abgeleiteten Zellklone. Die Expression des BRAF-Gens 
war  in  allen  Zellklonen  unter  verschiedenen 
Kulturbedingungen  in  vergleichbaren  Signalstärken 
nachweisbar.































Abbildung  23: Herstellung RKO-abgeleiteter Klone durch Subklonierung 
und  BRAF-Targeting. Durch  stark  verdünnte  Aussaat  wurde  der  Subklon 
RKO-E1  gewonnen.  Die  Etablierung  der  Knockout-Klone  erfolgte  in  zwei 
Targeting-Runden.  Der  Genotyp  der  Klone  wurde  durch  Sequenzierung 






















publizierter Arbeiten zur Beurteilung der B-Raf Aktivität die Phosphorylierung des im MAPK-Signalweg 
nachfolgenden Effektormoleküls Erk 1/2 bestimmt121 122 123. Der Grund für die verbreitete Anwendung dieser 
indirekten Methode liegt in der Verfügbarkeit  besonders sensitiver und zuverlässiger Antikörper gegen 
phospho-Erk 1/2 und pan Erk 1/2. Nach sorgfältiger Optimierung der experimentellen Protokolle konnten 
im Rahmen dieser Arbeit beide Methoden zum Nachweis der B-Raf Kinase-Aktivität etabliert werden und 
wurden zur gegenseitigen Verifikation parallel eingesetzt, soweit dies sinnvoll erschien.
In  Phosphorylierungs-spezifischen 
Western-Blots  wurde  die  B-Raf 
Kinaseaktivität  am  direkten  Substrat 
Mek 1/2  unter  verschiedenen 
Kulturbedingungen  untersucht.  Bei 
vergleichbaren Aktin-Mengen wurden in 
allen  Zellklonen  auch  vergleichbare 
Gesamtmengen  an  Mek 1/2  detektiert. 
Der Zellklon RBW-1 zeigt im Vergleich zu 
Zellklonen  mit  mindestens  einem  mutierten  Allel  eine  wesentlich  schwächere  Phosphorylierung  von 
Mek 1/2 (Abbildung 25).
Zur  Bestätigung  dieser  Daten  und  zur  besseren  Vergleichbarkeit  mit  publizierten  Arbeiten  wurde  die 
Kinaseaktivität von B-Raf auch auf der nächst tieferen Stufe des Signalwegs untersucht. In Hinblick auf 
weitere funktionelle Experimente wurden erneut Lysate aus Zellen verwendet, die bei unterschiedlichen 
Kulturbedingungen inkubiert wurden. Bei vergleichbar starken Signalen nach Inkubation mit Antikörpern 
gegen Aktin und pan Erk 1/2 zeigte sich 
für  RBW-1 auch  auf  dieser  Ebene  eine 
abweichende  Phosphorylierung. 
Während die Signale für RKO-E1, RBOW, 
RBO-1 und RBO-2 wiederum einheitlich 
stark  waren,  wies  der  Wildtyp-Klon 
erneut  unter  beiden  untersuchten 
Kulturbedingungen  eine  verminderte 
Aktivierung  des  Zielmoleküls  auf 
(Abbildung 26).
4.2   Zellbiologische Phänotypen
4.2.1  Proliferation
Während  der  Etablierung  der  aus  RKO  abgeleiteten  Zellklone  und  zur  Vorbereitung  der  einzelnen 
Experimente  wurden  in  der  Regel  Standard-Expansionsprotokolle  angewendet.  Die  Zellen  wurden 
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Abbildung 25: Mek 1/2-Phosphorylierung. RBW-1 zeigte sowohl mit 
10 %  FBS,  als  auch  mit  0,5 %  FBS  reduzierte  Mengen  an 


































Abbildung  26:  Erk 1/2-Phosphorylierung. Auch  auf  Ebene  von 


































möglichst  bei  Erreichen eines  konfluenten Wachstums in niedrigen Verdünnungen frisch ausgesät.  Im 
routinemäßigen  Umgang  mit  den  etablierten  Zelllinien  wurden  keine  Unterschiede  in  der 
Proliferationsgeschwindigkeit  festgestellt.  Nachdem die  vom EGF-Rezeptor  abhängigen  Signalkaskaden 
aber  häufig  Wachstumssignale  vermitteln,  wurden  die  Proliferationsraten  gezielt  unter  abnehmenden 
Serumkonzentrationen bestimmt.
B-RafV600E exprimierende Zellen wiesen bei allen untersuchten Kulturbedingungen untereinander ähnliche 
Proliferationsraten  auf.  RBW-1  zeigten  dagegen  nur  unter  Standardbedingungen  eine  mit  den  BRAF-
mutierten  Zellen  vergleichbar  starke  Proliferation.  Mit  zunehmender  Serumreduktion  kam  es  in  der 
Wildtyp-Zelllinie zu einer dosisabhängigen Verlangsamung des Zellwachstums, das schließlich bei einem 
Serumanteil von 0,5 % nahezu vollständig eingestellt wurde (Abbildung 27).
4.2.2  Stoffwechsel
Zur  Verifikation  der  Proliferationsdaten  wurde  die  zelluläre 
Vitalität  in  den  RKO-abgeleiteten  Klonen  mit  Alamarblau 
bestimmt.  Onkogen  mutierte  Zellen  setzten  den  Farbstoff 
sowohl  im  Vollmedium,  als  auch  unter  ungünstigen 
Bedingungen schnell um und erreichten nach kurzer Zeit das 
maximale  Fluoreszenzniveau.  RBW-1  Zellen  zeigten  unter 
Standardbedingungen  zunächst  die  gleiche  Reaktions­
geschwindigkeit  für  die  Alamarblau-Reduktion  wie  die 
Kontrollzellen.  Nach  Serumentzug  wiesen  sie  dagegen  eine 
stark reduzierte Umsetzung des Fluorophors auf, dessen Signal 
hier zwar weiterhin stetig anstieg, aber innerhalb einer Stunde 
das Sättigungsniveau nicht erreichte (Abbildung 28).
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Abbildung  27:  RBW-1  zeigt  erniedrigte  Proliferationsraten  unter  Hungerbedingungen. Zur  Auswertung  der 
Proliferationsassays  wurde  die  relative  Zellzahl  gegen  die  Zeit  in  Stunden  aufgetragen.  Mit  sinkenden 
Serumkonzentrationen zeigte RBW-1 eine dosisabhängig sinkende Proliferation im Vergleich zu mutierten Klonen.
Abbildung  28:  RBW-1  ist  unter 
Serumreduktion  weniger  vital  als 
Kontrollzellen. Im  Vitalitätsassay  mit 
Alamarblau  wurde  der  relative  Umsatz  des 
Farbstoffs  fluorimetrisch  bestimmt  und 
gegen  die  Zeit  in  Stunden  aufgetragen. 
Dabei  zeigte  RBW-1  über  den  Versuchs­
zeitraum  von  einer  Stunde  einen  deutlich 
langsameren  Umsatz  des  Fluorophors  und 
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Als ein naheliegender Mechanismus der verminderten Proliferation wurde in einem β-Galaktosidase-Assay 
die zelluläre Seneszenz der Knockout-Klone untersucht. In der lichtmikroskopischen Auswertung wurden in 
allen untersuchten Proben einzelne  Zellen mit  Seneszenz-assoziierter  Galaktosidase-Aktivität  gefunden. 
Hierbei waren nur geringe Unterschiede in der Häufigkeit positiv angefärbter Zellen zwischen RBW-1 und 
den Klonen mit mutiertem BRAF-Allel bei 10 % FBS erkennbar. Eine ebenfalls nur leichte Zunahme der 
Seneszenz in RBW-1 wurde mit 0,5 % FBS festgestellt (Abbildung 29). Insgesamt bewegte sich der Anzahl 
positiv gefärbter Zellen in allen Proben auf einem niedrigen Niveau.
Quantitative Auswertung
Nach der qualitativen Auswertung wurde aufgrund der geringen Anzahl 
Senszenz-positiver Zellen deren Anteil an der Gesamtpopulation durch 
Auszählung  mehrerer  Gesichtsfelder  quantifiziert.  In  Zellklonen  mit 
V600E-mutiertem  Allel  überstieg  die  seneszente  Fraktion  weder  in 
Vollmedium, noch unter Serummangel einen Anteil von 1 %. In RBW-1 
liegt  die  basale  Seneszenz  unter  Standardbedingungen bei  etwa 2 % 
und steigt im Hungermedium auf 3,5 % an (Abbildung 30).
Zur Bestätigung dieser Ergebnisse wurde die Transkription Seneszenz-
assoziierter Gener durch quantitative RT-PCR untersucht124. Weder das 
TP53-Gen,  das  für  das  Tumorprotein  p53  kodiert,  noch  BNIP3L oder 
SMARCB1 waren durch die geänderten Kulturbedingungen differenziell 
in den Zellklonen reguliert. Transkripte der Gene  MKI67,  CDKN2A und 
IGFBP7,  die  für  Ki67,  p16INK4A und  einen  weiteren  Seneszenzmarker 
kodieren, waren in keiner der untersuchten Proben nachweisbar (ohne 
Abbildung).
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Abbildung  30:  Bestimmung  des 
Anteils  seneszenter  Zellen. 
Anhand  der  mikroskopischen 
Bilder  wurde  die  zelluläre 
Seneszenz  durch  das  Auszählen 
einzelner  Ausschnitte  quantifi­
ziert. Das Diagramm zeigt für jede 
Probe  den  Anteil   Seneszenz-
positiver  Zellen  in  Prozent  als 
Mittelwert  aus  jeweils  fünf  Bild­
ausschnitten.
Abbildung  29:  Nachweis  der  Seneszenz-assoziierten  Galaktosidase-Aktivität. Seneszente  Zellen  wurden  durch 
Blaufärbung und Gegenfärbung mit Azokarminrot identifiziert. RBW-1 zeigte geringfügig mehr seneszente Zellen als 
die Vergleichszellen (schwarze Pfeile). Mikroskopien: 150 µm x 100 µm.
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Die Zellzyklen parentaler und Knockout-Zellen, die unter Vollmedium und Serummangel inkubiert wurden, 
wurden  per  Durchflusszytometrie  analysiert.  Die  Proben,  die  mit  10 % FBS  versorgt  wurden,  wiesen 
untereinander keine größeren Unterschiede auf und zeigten einheitlich einen gut definierten Zellzyklus. In 
den  Histogrammen  waren  nur  sehr  schwache  Signale  im  sub G1-Bereich  erkennbar  und  damit  keine 
relevanten Mengen abgestorbener Zellen nachweisbar. Des weiteren fiel ein relativ starkes Signal für die 
G2/M-Phase auf, das auf eine besonders hohe proliferative Aktivität schließen lässt. In Übereinstimmung 
mit  den  Daten  aus  den  Proliferationsassays  waren  die  S-  und  G2/M-Fraktionen  im  serumreduzierten 
Medium deutlich kleiner. Darüber hinaus kam es in RBW-1 unter den veränderten Kulturbedingungen zu 
einem sprunghaften Anstieg des Anteils an Zellen in der sub G1-Phase (Abbildung 31).
4.3   Mechanismus Zelltod
Nachdem in der durchflusszytometrischen Analyse ein starker Anstieg der sub G1-Fraktion in mit 0,5 % 
FBS inkubierten RBW-1 Zellen beobachtet wurde, sollte der zu Grunde liegende Mechanismus für das 
Absterben der Zellen analysiert  werden.  Die Detektion von sub G1-Ereignissen im Durchflusszytometer 
kann durch schwach gefärbte und kleine Partikel hervorgerufen werden. Ursache hierfür sind der DNA-
Abbau in sterbenden Zellen und die im voranschreitenden Abbauprozess entstehenden Zelltrümmer. Dem 
Auftreten von Zelltrümmern können verschiedene zelluläre Vorgänge zu Grunde liegen, die sich nicht ohne 
Weiteres anhand der Zellzyklusanalyse voneinander unterscheiden lassen.
Ergebnisse 53
Abbildung 31: In der Zellzyklus-Analyse zeigte RBW-1 eine erhöhte Zelltodrate nach Serumentzug. Aliquots aller 
Zellklone wurden für fünf Tage in Standard- und Hungermedium kultiviert und durchflusszytometrisch analysiert. A: 
Die Histogramme zeigen die Anzahl der Ereignisse im FL2-H Kanal gegen die Signalintensität und als Einblendung das 
jeweilige  Punktdiagramm  mit  SSC-Signal  gegen  FSC-Signal.  Als  stark  proliferierende  Zellen  zeigten  die  RKO-
abgeleiteten Knockout-Klone unter guten Bedingungen hohe Maxima für die G2/M-Fraktion (oben). Nach Inkubation  
mit  Serum-reduziertem Medium nahm das G2/M-Signal  deutlich ab (unten).  Zudem wiesen RBW-1 einen starken 
Anstieg der sub-G1 Fraktion und damit eine hohe Zelltodrate auf. B: Die quantitative Auswertung der Histogramme 
bestätigte  sowohl  die  Abhängigkeit  der  Proliferationsrate  von  der  Serumkonzentration,  als  auch  den  Anstieg  der 
sub-G1 Fraktion in RBW-1 in Medium mit 0,5 % Serum.
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Zum  Nachweis  des  für  nekrotische  Zellen  typischen  Anschwellens  wurden  unterschiedlich  inkubierte 
RBW-1 Zellen im Durchflusszytometer analysiert. Für eine nekrotische Positivkontrolle wurde einem der 
Aliquots  24  Stunden  vor  Analyse  Wasserstoffperoxid  zu  einer  finalen  Konzentration  von  1 mol · L-1 
zugesetzt. In einem weiteren Aliquot wurde parallel durch 10 pg · L-1 des Apoptosestimulanz TRAIL gezielt 
Apoptose  induziert.  Als  Kontrollzellen  mit  intaktem  Zellzyklus  dienten  unter  Standardbedingungen 
inkubierte RBW-1. Das vorwärtige Streulicht der G0/G1-Fraktionen in den drei Kontrollen wurde mit den 
Werten  aus  0,5 %  FBS-behandelten  Zellen 
verglichen.
Mit Wasserstoffperoxid behandelte Zellen zeigten 
eine  vielfach  intensivere  Vorwärtsstreuung  als 
basale RBW-1. Der G0/G1-Peak der apoptotischen 
Zellen wies im Vergleich dazu eine nur moderat 
erhöhte  Intensität  auf.  Das  vorwärtige  Streulicht 
der  mit  Serum-reduziertem  Medium  inkubierten 
Zellen lag etwa auf dem Niveau der apoptotischen 
Zellen.  Demnach  konnte  in  Folge  des 
Serumentzugs  keine  Zunahme  des  zellulären 
Volumens beobachtet werden (Abbildung 32).
Apoptose
Um die Zellen auf Apoptose zu untersuchen, wurden Proteinlysate parallel zu den durchflusszytometrisch 
analysierten  Proben  hergestellt.  In  Western-Blots  wurde  mit  Hilfe  von  Antikörpern  gegen  bekannte 
Apoptosemediatoren untersucht, ob Caspase-Kaskaden oder einschlägige apoptotische Signalwege in den 
Zellen aktiviert waren.
Im  Western-Blot  gegen  die  zentrale 
Caspase 3 zeigte sich für alle mit Vollmedium 
inkubierten Zellen eine Doppelbande, die der 
ungespaltenen  Caspase  zugeordnet  werden 
konnte. In Serum-reduziertem Medium wurde 
dieses Signal deutlich schwächer und war in 
RBW-1 nicht mehr nachweisbar. Dafür zeigte 
die  Wildtyp-Zelllinie  die  charakteristische 
Abbaubande  für  Caspase 3  in  ihrer 
gespaltenen, aktiven Form (Abbildung 33).
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Abbildung  33:  Nachweis  Caspase-abhängiger  Apoptose  im 
Western-Blot. In  Zelllysaten  aus  RBW-1  zeigte  sich  eine 
Aktivierung  der  Apoptose-vermittelnden  Caspase 3  nach 
Inkubation in Hungermedium.

































Abbildung  32:  Nachweis  des  Anschwellens  nekrotischer 
Zellen. Die Vorwärtsstreuung differenziell inkubierter RBW-1 
Zellen wurde als Maß für den Zelldurchmesser verglichen. 
RBW-1 zeigten ähnliche Durchmesser nach Inkubation mit 
0,5 % FBS und nach Apoptose-Stimulation mit TRAIL. Das 
für  Nekrose  typische  Anschwellen der  Zellen konnte nach 
Behandlung  mit  Wasserstoffperoxid  beobachtet  werden, 
nicht jedoch mit 0,5 % FBS.













Als  weitere  Apoptosemarker  wurden 
Caspase 8,  Cytochrom C  und  der  Cyclin-
abhängige Kinase-Inhibitor p21Cip1 in den 
Lysaten  analysiert.  Hierbei  zeigten  sich 
keine  abweichenden  Proteinspiegel 
zwischen  den  Zellklonen  und  keine 
Unterschiede zwischen den untersuchten 
Kulturbedingungen (Abbildung 34).
4.3.1  Zelldichte-Effekte
Im Rahmen von Probenpräparationen und 
funktionellen  Experimenten  wurden  in 
einzelnen Fällen besonders lange Inkubationszeiten benötigt, die mit Standardprotokollen zur Inkubation 
der Zellen nicht erreicht werden konnten. Demnach wurden die Protokolle zu Kultivierung und Expansion 
der Zellen gegebenenfalls modifiziert. Hierbei kam es je nach experimentellen Anforderungen sowohl zur 
Aussaat in hohen Verdünnungen, als auch zum hyperkonfluenten Wachstum der Zellen. In beiden Fällen 
wurden weitere zellbiologische Phänotypen entdeckt, die anschließend näher charakterisiert wurden.
Maximale Konfluenz
Zur Bestimmung der maximalen Zelldichte wurden die Zellen bis zur Hyperkonfluenz inkubiert und täglich 
im  Hämacytometer  quantifiziert.  Alle  Zelllinien  mit  V600E-Mutation  erreichten  Maxima  von 
140 Zellen · µm-2 bis  160 Zellen · µm-2 während der Inkubation.  Dagegen proliferierten RBW-1 bis  etwa 
80 Zellen · µm-2 am Punkt der höchsten Konfluenz und zeigten demnach Anzeichen einer Kontaktinhibition 
(Abbildung 35 links).
Im  Folgenden wurde  geprüft,  ob  die 
Differenz in der maximalen Konfluenz 
zwischen  Wildtyp-  und  mutierten 
Zellen  durch  unterschiedliche 
Zelldurchmesser  verursacht  wird. 
Dazu  wurden  Aliquots  im 
Durchflusszytometer  gemessen  und 
die Vorwärtsstreuung als Maß für das 
Partikelvolumen  analysiert.  Für  die 
G0/G1-Fraktionen  der  Zellklone 
wurden die geometrischen Mittelwerte 
der  Strahlungsintensitäten  gebildet 
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Abbildung  35: Nachweis einer Kontaktinhibition in RBW-1 über die 
maximale  Zelldichte. In  einem Proliferationsassay  wurden  Zellen  mit 
70 % Konfluenz ausgesät und für fünf Tage inkubiert (A). RBW-1 Zellen 
zeigten  eine  niedrigere  Zelldichte  im  hyperkonfluenten  Wachstum. 
Parallel wurde im Durchflusszytometer das relative vorwärtige Streulicht 
als Maß für die Zellgröße gemessen (B).  Die erniedrigte Zelldichte in 


























Abbildung  34: Detektion von Apoptose-Markern im Western-Blot. 
Aliquots  differentiell  inkubierter  Zellen  wurden  lysiert  und  zur 
weiteren mechanistischen Aufklärung der Apoptose im Western-Blot 
untersucht.  Die  Zelllinien  zeigten  weder  in  Vollmedium,  noch  in 
Medium  mit  reduziertem  Serumanteil  unterschiedliche  Level  für 
Caspase 8, Cytochrom C und p21Cip1.



























































und verglichen. Mit einem Unterschied von weniger als 10 % zwischen dem höchsten und dem niedrigsten 
Wert weisen die Zelllinien eine vergleichbare Zellgröße auf (Abbildung 35 rechts).
Aktivität des Akt-Signalwegs
Nachdem  Zelldichte-Effekte  wie  Kontaktinhibitionen  über  den  Akt/mTOR-Signalweg  verlaufen  können, 
wurde  dessen  Aktivierung  untersucht125.  Durch  die  gleiche  Beladung  mit  Zelllysaten  wurden  zwei 
identische Gele in einer parallel  durchgeführten SDS-PAGE hergestellt.  Nach dem Western-Blot wurde 
sequenziell mit Antikörpern gegen phosphoryliertes Akt, pan Akt und Aktin die Aktivität des Akt-Signals 
bestimmt. Dabei wurde einmal die initiale Phosphorylierung an Threonin308 untersucht, während die zweite 
Membran mit einem Antikörper gegen Serin473-phosphoryliertes Akt inkubiert wurde.
In allen Zelllinien wurde eine vergleichbare 
Phosphorylierung  des  T308-Restes  beobach­
tet. Die Intensität des Signals blieb in etwa 
konstant zwischen Proben, die in 10 % Se­
rum kultiviert  wurden und solchen, die mit 
Hungermedium inkubiert  wurden.  Dagegen 
war Serin473 bereits unter Standard-Kulturbe­
dingungen  in  RBW-1  deutlich  schwächer 
phosphoryliert,  als  in  den  Vergleichszellen. 
Nach Reduktion des Serumanteils im Kultur­
medium nahm die S473-Phosphorylierung in 
allen  Zellklonen  stark  ab,  blieb  jedoch  für 
RBW-1 weiterhin niedriger als in mutierten 
Zellen (Abbildung 36).
Morphologie
Während  der  Kultivierung  der  Zellen  wurde  in  regelmäßigen  Abständen  die  Morphologie  der  Zellen 
lichtmikroskopisch auf Veränderungen kontrolliert. Bei der Verwendung üblicher Passagierungsprotokolle 
waren weder an vereinzelten Zellen, noch in höheren Zelldichten morphologische Unterschiede zwischen 
den Zellklonen erkennbar. Hingegen wiesen RBW-1 abweichende Zellformen auf, wenn ein Wachstum in 
Schollen herbeigeführt wurde. Nach Aussaat der Zellen in hohen Verdünnungen von etwa 1 : 15 wurden in 
mittleren  Konfluenzstadien  typische  Zellhäufungen  beobachtet.  Die  Zellen  wuchsen  in  voneinander 
abgegrenzten Arealen konfluent, ohne jedoch bereits Kolonien mit hyperkonfluenten Zentren zu bilden. 
Unter diesen speziellen Bedingungen wiesen RBW-1 eine deutlich verstärkte Spindelform im Vergleich zu 
den  restlichen  Zellklonen  oder  zur  normalen  Kultivierung  auf.  Darüber  hinaus  war  eine  kooperative 
Ausrichtung der RBW-1 Zellen innerhalb der Zellhäufungen zu beobachten, in der benachbarte Zellen 
weitgehend parallel zueinander angeordnet waren (Abbildung 23).
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Abbildung 36: RBW-1 zeigte eine reduzierte Phosphorylierung 
von  Akt  an  Serin473. Zellen  wurden  mit  Normal-  oder 
Hungermedium  inkubiert  und  lysiert.  Im  Western-Blot  wurden 
beide Aktivierungsstufen von Akt untersucht. Durch Serummangel 
wurde in den RKO-abgeleiteten Klonen die Phosphorylierung von 
Akt  nur  auf  Ebene  von  Serin473,  nicht  jedoch  an  Tyrosin308 
reduziert.  RBW-1  zeigte  im  Vergleich  mit  den  Kontrollklonen 
sowohl mit 10% FBS, als auch in Hungermedium eine reduzierte 
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4.4   Chemosensitivitäten
Nach der Identifikation und Charakterisierung der  zellbiologischen Unterschiede zwischen RBW-1 und 
Zellklonen  mit  B-RafV600E sollten  deren  mögliche  Konsequenzen  auf  die  Behandlung  der  Zellen  mit 
chemotherapeutischen  Wirkstoffen  untersucht  werden.  Dazu  wurden  die  Zellen  in  Chemosensitivitäts-
Assays über mehrere Tage mit verschiedenen Substanzen inkubiert und anschließend quantifiziert.
4.4.1  Klassische Chemotherapeutika
In den Chemosensitivitätsassays wurde untersucht, ob RBW-1 im Vergleich zu den mutierten Zelllinien ein 
verändertes Ansprechen auf einzelne Therapeutika zeigten. Zunächst wurden konventionelle chemothera­
peutische Wirkstoffe  eingesetzt,  die  im klinischen Alltag als  gut  etabliert  gelten und häufig  eingesetzt 
werden. Zum einen wurden Oxaliplatin und Mitomycin C als Vertreter der Crosslinker, sowie Paclitaxel aus 
der  Gruppe  der  Taxane  ausgewählt.  Zum  anderen  kamen  stellvertretend  für  die  Inhibitoren  des 
Nukleinsäure-Stoffwechsels Etoposid und 5-Fluoruracil zum Einsatz. Nach sechstägiger Inkubation mit den 
Wirkstoffen wurde keine differenzielle Sensitivität  zwischen den Zelllinien festgestellt.  Insbesondere im 
horizontalen Abstand der LC50-Konzentration liegen die Kurven im Rahmen der Standardabweichung gleich 
auf. Auch in den Bereichen hoher und niedriger Konzentrationen weicht weder RBW-1, noch einer der 
BRAF-mutierten Klone wesentlich von den Werten der parentalen Zelllinie RKO-E1 ab (Abbildung 37).
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Abbildung  37:  Mit  klassischen  Chemotherapeutika  wurden  keine  differenziellen  Effekte  für  die 
Knockout-Zellklone  beobachtet. In  Chemosensitivitätsassays  wurden  die  RKO-abgeleiteten  BRAF-
Knockout-Klone  mit  Oxaliplatin,  Mitomycin C,  Paclitaxel,  Etoposide  oder  5-Fluoruracil  behandelt.  Es 




























































































Im  Folgenden  sollte  der  Effekt  des  EGFR-
Antikörpers Cetuximab im Chemosensitivitäts­
assay untersucht werden. Vorbereitend hierzu 
wurde  die  Expression  des  Rezeptors  in  den 
Zellklonen  überprüft.  Anhand  publizierter 
Daten  wurde  eine  deutlich  nachweisbare 
Expression zumindest für die parentalen Zellen 
erwartet126.  Im  Western-Blot  wurden  in  allen 
Lysaten diskrete Banden für EGFR erhalten. In 
den mit 0,5 % FBS inkubierten Proben waren 
die  EGFR-Signale  bei  gleichen  Mengen  an 
Gesamtprotein deutlich stärker als in Proben aus Vollmedium (Abbildung 38).
Der EGFR-Antikörper Cetuximab wurde als Stammlösung mit 5 g · L-1 
bezogen und in Konzentrationen bis 1 g · L-1 eingesetzt. Selbst in so 
hohen  Dosierungen  war  in  keiner  der  Zelllinien  eine  reduzierte 
Proliferation  zu  beobachten,  die  über  den  Verdünnungseffekt  des 
Zellkulturmediums  hinausging.  Aus  diesem  Grund  wurde  die 
Cetuximab-sensitive  kolorektale  Krebszelllinie  LIM1215 als  Kontrolle 
für die Wirksamkeit  des Antikörpers herangezogen127.  In drei positiv 
kontrollierten Wiederholungen zeigten LIM1215 ein dosisabhängiges 
Ansprechverhalten  zwischen  1 µg · L-1 und 
10 mg · L-1 Cetuximab,  während  die  RKO-
Derivate  unverändert  resistent  waren 
(Abbildung 39).
4.4.3  B-Raf Inhibitoren
In  weiteren  Sensitivitätsassays  wurden 
Reagenzien  aus  der  Gruppe  der  B-Raf 
Inhibitoren eingesetzt.  Für  den Multikinase-
Inhibitor  Sorafenib  wurde  dabei  kein 
differenzielles  Ansprechen  der  Zelllinien 
beobachtet.
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Abbildung  39:  Cetuximab-
Resistenz der Zellklone. Keine der 
Knockout-Zelllinien  zeigte  eine 
Sensitivität  gegenüber  dem  EGFR-
Antikörper  Cetuximab im Vergleich 
zu Positivkontrolle (LIM1215).
Abbildung  38: EGFR wurde in allen Zellklonen exprimiert. 
Die Expression des EGF-Rezeptorgens war in allen Zelllinien 
auf Proteinebene nachweisbar. Unter Serumreduktion kam es 
zu einer verstärkten Expression des Wachstumsrezeptors.
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Abbildung  40: Behandlung der Zellen mit B-Raf Inhibitoren. 
Für  Sorafenib  wurde  kein  differenzielles  Ansprechen  der 
Zellklone gefunden. Bei der Behandlung mit RAF265 zeigte sich 
ein  Trend  hin  zu  höheren  Sensitivitäten  für  BRAF-mutierte 
Klone. Bei Vemurafenib und GSK2118436 wurden Unterschiede 

























































































Der im Vergleich dazu deutlich selektivere Raf-Inhibitor RAF265 zeigte ebenfalls für keine der Knockout-
Zelllinien  eine  signifikante  Abweichung  von  den  Werten  des  parentalen  Zellklons.  Im  Gegensatz  zu 
Sorafenib  und den zuvor getesteten Wirkstoffen zeigten RBW-1 jedoch bei  allen Konzentrationen eine 
geringfügig höhere Proliferation als Klone mit V600E-Mutation. Der daraus resultierende Unterschied der 
LC50-Konzentrationen bewegte sich aber im Rahmen der Standardabweichungen zwischen den Zelllinien.
Als weitere moderne B-Raf Inhibitoren der jüngsten Generation wurden das bereits für Hautkrebs-Patienten 
zugelassene Vemurafenib und der Zulassungskandidat GSK2118436 getestet. Für beide Substanzen wurde 
ein eindeutig differenzielles Ansprechen der Zellklone gefunden. Die gefundene LC50-Konzentration liegt in 
RBW-1 für Vemurafenib um den Faktor 1,8 und für GSK2118436 um den Faktor 5,9 höher als  in den  
Ausgangszellen (Abbildung 40).
4.4.4  Spezifität der Inhibitoren
Im Western-Blot sollte untersucht werden, ob die gefundenen Unterschiede in der Chemosensitiviät auf der 
spezifischen Regulation des B-Raf/Mek/Erk-Signalweges beruhten. Dazu sollten die Zellen mit RAF265, 
Vemurafenib und GSK2118436 als denjenigen B-Raf Inhibitoren inkubiert werden, die eine gute Spezifität 
erwarten ließen. Die im Proliferationsassay als wirksam gefundenen Konzentrationen konnten dabei nicht 
ohne  weiteres  vom  96-well  Format  auf  10 cm  Zellkulturschalen  übertragen  werden.  Viele 
Inhibitorsubstanzen zeigen eine unspezifische Bindung an Proteine im serumhaltigen Zellkulturmedium. 
Daher  spielt  das  Verhältnis  von  Zellzahl  zu  Mediumvolumen  eine  entscheidende  Rolle  bei  der 
Konzentrationsfindung (Tabelle 2).
Qualitative Auswertung
Für Vemurafenib ist eine hohe Affinität zu Serumproteinen in der Literatur beschrieben, für die anderen 
Inhibitor-Kandidaten waren keine publizierten Daten verfügbar 108. Vor den Western-Blots wurden daher in 
einem Colony Forming Assay die wirksamen Konzentrationen der Inhibitoren im 6-well Format ermittelt. 
Für Vemurafenib und GSK2118436 wurden fünf Konzentrationen von 60 µmol · L-1 in jeweils neunfacher 
Verdünnung absteigend eingesetzt.  Für RAF265 wurde eine analoge Verdünnungsreihe,  beginnend mit 
10 µmol · L-1, angewendet. In einer qualitativen Auswertung wurden diejenigen Konzentrationen ermittelt, 
bei  denen  die  Koloniebildung  um etwa  50 % im Vergleich  zu  unbehandelten  Zellen  zurückging.  Für 
Vemurafenib wurden 10 µmol · L-1, für die anderen beiden Inhibitoren 1 µmol · L-1 als Konzentration für die 
weiteren Arbeiten ausgewählt.
Nach einer Inkubation über 48 Stunden wurden die Zellen lysiert und mit Phosphorylierungs-spezifischen 
Antikörpern auf  die Signalwegsaktivität  unterhalb von B-Raf untersucht.  Jeweils ein basales Zellaliquot 
diente  als  Positivkontrolle.  Zum  Vergleich  wurde  zusätzlich  die  Wildtyp-Zelllinie  RBW-1  mitgeführt 
(Abbildung 41).
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Der Inhibitor RAF265 zeigte in den Western-Blots für alle Zelllinien mit V600E-Mutation eine Abnahme des 
phospho-Mek 1/2 Signals, aber keinen Zelllinien-übergreifenden Effekt für phospho-Erk 1/2.
Für Vemurafenib zeigte 
sich  ebenfalls  in  allen 
mutierten  Zellklonen 
eine  Inhibition  der 
Mek 1/2-Phosphorylie­
rung.  Für  die  nachge­
schalteten  Kinasen 
Erk 1  und  Erk 2  wurde 
in  den  Vemurafenib-
inkubierten Proben ana­
log  zu  RAF265  keine 
durchgängige Inhibition 
der  Aktivierung  gefun­
den.
GSK2118436  zeigte  über  beide  Stufen  des  Signalweges  eine  deutliche  Senkung  der  Effektor-
Phosphorylierung im Western-Blot. Dieser Effekt war in allen onkogen mutierten Zelllinien nachvollziehbar 
und erreichte annähernd das Ausmaß der unbehandelten Wildtyp-Zellen.
Der Wildtyp-Klon RBW-1 verfügt im Gegensatz zu den mutierten Klonen über keine Hyperaktivierung des 
B-Raf nachgeschalteten Signalweges. In diesen Zellen kam es nach Behandlung mit den Inhibitoren zu 
keiner weiteren Inhibition des Signales. Vielmehr vermittelten die Westen-Blot Analysen reproduzierbar 
den  Eindruck  einer  verstärkten  Phosphorylierung  von  Mek 1/2  und  Erk 1/2.  Um  diesem  subjektiven 
Eindruck nachzugehen, wurde eine densitometrische Quantifizierung durchgeführt.
Quantitative Auswertung
Die Signalintenstitäten aus den Western-Blots wurden  in silico densitometrisch ausgewertet. Die Signale 
für phosphoryliertes Zielprotein wurden auf die Intensitäten für Aktin und für unphosphorylieres Protein 
normalisiert.  Anschließend  wurden  alle  Werte  auf  die  jeweils  zugehörige  unbehandelte  Probe 
standardisiert (Abbildung 42).
Für phospho-Mek 1/2 wurde dabei einerseits die in allen mutierten Zelllinien beobachtete Abschwächung 
des  Signales  bestätigt,  die  bei  allen  drei  Inhibitor-Substanzen  zwischen  90 %  und  95 %  betrug. 
Andererseits  konnte  die  im Western-Blot  nur  schwach  sichtbare,  aber  insgesamt  deutlich  vorhandene 
Verstärkung  des  phospho-Mek 1/2  Signals  in  RBW-1  nicht  mehr  nachvollzogen  werden,  sobald  auf 
pan Mek 1/2 normalisiert wurde. Wie im Western-Blot erkennbar, war dieser Befund auf eine insgesamt in 
RBW-1 erhöhte Expression der Effektorkinase zurückzuführen.
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Abbildung  41:  Inhibition  des  Mek/Erk-Signalweges  durch  B-Raf  Inhibitoren. Nach 
Inkubation der RKO-Derivate mit B-Raf Inhibitoren wurde im Western-Blot die Aktivität 
des B-Raf nachgeschalteten Signalweges auf Ebene von Mek 1/2 und Erk 1/2 untersucht. 
Auf  beiden  Stufen  der  Kaskade  kam es  zu einer  Reduktion  der  Phosphorylierung in 
Zellklonen mit V600E-Mutation. Dagegen wurde das Signal im Wildtyp-Klon RBW-1 in 





























































































































































Die Inhibition des  Signalweges war  auch auf  Ebene 
von  phospho-Erk-1/2  densitometrisch  nachweisbar. 
Die zuvor für die Mek-Kinasen erhaltene Inhibition von 
90 %  bis  95 %  war  hier  allerdings  nur  für 
GSK2118436  in  allen  BRAF-mutierten  Zelllinien 
nachvollziehbar. Zudem konnte für Erk 1/2 in RBW-1 
die  erwartete  Hochregulation  der  Phosphorylierung 
bestätigt werden, ohne dass der Effekt aufgrund einer 
verstärkten  Expression  nach  Normalisierung  mit 
pan-Erk 1/2 nivelliert wurde.
4.5   Verifikation  des  Phänotyps  durch 
RNAi
Die  im  Knockout-Modell  gefundenen  B-RafV600E-
abhängigen Phänotypen sollten in einem alternativen 
Modell bestätigt werden. Dazu sollte die Reduktion der 
heterozygoten  Genotypen  von  RKO-E1  (BRAF 
wt/onc/onc)  und  RBOW  (BRAF wt/onc/del)  auf  ein 
Wildtyp-Allel in RBW-1 simuliert werden. Nachdem keine gleichwertige genetische Methode zum Somatic 
Cell Gene Targeting existiert, wurde mit Hilfe von RNA-Interferenz versucht die Gesamtmenge der BRAF-
Transkripte zu kontrollieren. Analog der im Vergleich zu Zellklonen mit V600E-Mutation starken Abnahme 
der  B-Raf  Kinaseaktivität  in  einer  RBW-1  Zelle  sollte  durch  RNAi  die  BRAF-Expression  in  den 
heterozygoten  Zellklonen  gesenkt  werden.  Dabei  wurden  sowohl  siRNA-,  als  auch  shRNA-Sequenzen 
verwendet,  die  BRAF-Transkripte  unabhängig  von  deren  Mutationsstatus  erkennen  und  degradieren 
können.
4.5.1  BRAF-Knockdown durch siRNA
Mit Hilfe von zwei konfektionierten siRNA-Sequenzen sollte 
der Phänotyp des genetischen Knockouts in den parentalen 
Zelllinien RKO-E1 und RBOW nachvollzogen werden. Dazu 
wurden  die  Zellen  nach  der  siRNA-Transfektion  für  72 
Stunden  inkubiert  und  im  Western-Blot  analysiert.  Eine 
siRNA-Sequenz gegen das -Galaktosidase Transkript dienteβ  
als  Negativkontrolle  zur  Beurteilung  der  Spezifität.  Als 
Kontrollzelllinie  wurde die  Transfektion parallel  an DLD-1 
Zellen durchgeführt.  Zur  Kontrolle  der Transfektionseffizi­
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Abbildung  43:  Regulation  der  BRAF-
Expression durch siRNA. Mit  Hilfe  von siRNA 
wurde ein Knockdown der  BRAF-Expression in 
DLD-1 erreicht. In den RKO-abgeleiteten Klonen 
wurde keine Veränderung der B-Raf Proteinlevel 



































Abbildung  42: Densitometrische Quantifizierung der 
Mek/Erk-Signalwegsaktivität  nach  B-Raf  Inhibition. 
Durch Densitometrie wurde der inhibierende Effekt der 
eingesetzten  Substanzen  für  Mek 1/2  und  Erk 1/2 
bestätigt (siehe Abbildung 41). Zudem wurde in RBW-1 
eine  verstärkte  Erk 1/2-Phosphorylierung  nach 
Inkubation mit B-Raf Inhibitoren gemessen.











































































enz wurde jeweils ein Zell-Aliquot mit einem Expressionsplasmid für das grün fluoreszierende Protein GFP 
kotransfiziert. Die Expression des Kontrollgens wurde mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops kontrolliert 
und konnte bei allen Proben in 70 % bis 80 % der Zellen nachgewiesen werden.
In den Lysaten aus DLD-1 war nahezu kein B-Raf Protein mehr nachweisbar. Die Reduktion der Expression 
war mit beiden verwendeten siRNA-Sequenzen gleich stark. Sowohl RKO-E1, als auch RBOW zeigten keine 
veränderte  BRAF-Expression  nach  siRNA-Transfektion.  Keine  der  getesteten  Oligonukleotid-Sequenzen 
bewirkte eine Reduktion des B-Raf Signals im Vergleich zu Kontroll-siRNA (Abbildung 43).
4.5.2  Konditionaler Knockdown durch 
shRNA
Als alternative Strategie zur siRNA-Transfektion 
wurden  die  Zelllinien  mit  dem  konditionalen 
shRNA-Konstrukt  pTER/shBRAF  transfiziert. 
Nach  der  Selektion  und  Expansion  stabiler 
Einzelklone  wurde  in  sechs  Kandidaten  die 
shRNA-Transkription über 96 Stunden stimuliert. Die  BRAF-Expression wurde im Western-Blot zwischen 
stimulierten  und  unstimulierten  Aliquots 
verglichen.  Für  die  weiteren  Experimente 
wurde  nach  Subklonen  mit  besonders 
deutlicher  RNA-Interferenz  gesucht.  Sowohl 
aus RKO-E1, als auch aus RBOW wurde jeweils 
im ersten Einzelklon eine  deutliche  Abnahme 
der  BRAF-Expression  nachgewiesen.  Diese 
zwei  Klone  wurden  für  die  weiteren 
Experimente ausgewählt (Abbildung 44).
Zur  funktionalen  Verifikation  der  RNA-
Interferenz wurde in den Lysaten der shRNA-
transfizierten Klone die Phosphorylierung der Effektorkinasen unterhalb von B-Raf untersucht. Unabhängig 
von den eingesetzten Serumkonzentrationen zeigte sich in beiden Zellklonen eine durchgehend reduzierte 
Aktivität  der  Signalkaskade  in 
Doxycyclin-stimulierten  Proben 
(Abbildung 45).
Anschließend wurde mit den zwei 
Subklonen  RKO-E1 #1  und 
RBOW #1  in  einer  zeitlichen 
Auflösung  der  Effekt  des 
BRAF-Knockdowns  auf  Erk 1/2 
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Abbildung  44:  Regulation  der  BRAF-Expression  durch 
shRNA. In  den  zwei  stabil  shRNA-transfizierten  Klonen 
RKO-E1 #1  und  RBOW #1  konnte  nach  Stimulation  mit 
Doxycyclin eine Reduktion des B-Raf Proteinlevels und somit 
eine wirksame RNA-Interferenz beobachtet werden.
Actin
RKO-E1 RBOW
  -       +       -       +       -       +      -       +      -        +       Doxycyclin
B-Raf
#1 #2 #3 #1 #2
Abbildung  46:  Zeitliche  Stabilität  der  RNA-Interferenz. Die  shRNA-
vermittelte  RNA-Interferenz  war  in  beiden  Klonen  auf  Ebene  von 
phosphoryliertem Erk 1/2 im Zeitraum zwischen 48 Stunden und 96 Stunden 
nach Induktion stabil.
Actin
RKO-E1 #1 RBOW #1
  -      +       -      +     -      +               -     +        -      +       -      +        Doxycyclin
48h 72h 96h 48h 96h72h
phospho Erk 1/2
pan Erk 1/2
Abbildung  45:  Verifikation  der  RNA-Interferenz  im 
nachgeschalteten Signalweg. Die Doxycyclin-induzierte RNA-
Interferenz in den Klonen RKO-E1 #1 und RBOW #1 wurde in 
Western-Blots für phospho-Mek 1/2 und phospho-Erk 1/2 unter 
verschiedenen Kulturbedingungen funktionell validiert.















analysiert.  Dazu wurden Zellaliquots 48, 72 und 96 Stunden nach Stimulation der shRNA-Transkription 
geerntet und lysiert. Im Western-Blot auf phospho-Erk 1/2 zeigte sich in beiden Klone über den gesamten 
Zeitraum eine deutliche Reduktion der Erk-Aktivierung (Abbildung 46).
4.5.3  Zellzyklus unter RNA-Interferenz
In den shRNA-transfizierten Klonen wurde der Effekt  einer B-Raf  vermittelten Reduktion des Mek-Erk-
Signalings auf  den  Zellzyklus  untersucht.  Analog  zu  den  doppelt  deletierten  Zellklonen  wurden  dabei 
Zellen unter Serummangel mit solchen aus Vollmedium verglichen.
Unter  Standardbedingungen  war  in 
beiden  Doxycyclin-stimulierten 
Proben  ein  Anstieg  der  G0/G1-
Fraktion erkennbar. Dabei zeigte sich 
eine Reduktion der Zellen in S-  und 
G2/M-Phase.  Nach  Reduktion  des 
Serumanteils  im  Kulturmedium  auf 
0,5 %  wurde  das  Verhältnis  von 
ruhenden  zu  sich  teilenden  Zellen 
nicht  mehr  durch  Doxycyclin 
beeinflusst (Abbildung 47).
Bedingt durch lange Inkubationszeiten zur Entfaltung der RNA-Interferenz wurden bei diesem Experiment 
hohe  Apoptoseraten  im  Vergleich  zu  nicht-transfizierten  Klonen  beobachtet.  Auf  diesem relativ  hohen 
Niveau war die apoptotische Zellfraktion im Standardmedium von der shRNA-Transkription unabhängig. 
Dagegen kam es unter Serummangel zu einer weiteren starken Erhöhung der basalen Apoptoserate, die 
nach Induktion des BRAF-Silencings deutlich abnahm.
4.6   B-Raf Tiermodelle
Zellkultur-basierte Knockout-Modelle gewährleisten eine homogene Zellpopulation und bieten damit sehr 
gute  Möglichkeiten  zur  mechanistischen  Aufklärung  phänotypischer  Befunde.  Komplexe  Folge­
erscheinungen  eines  veränderten  Genotyps  zeigen  sich  jedoch  oftmals  erst  in  der  heterogenen 
Mikroumgebung  eines  Tumors.  Um  auch  B-RafV600E-abhängige  Effekte  hinsichtlich  tumorbiologischer 
Phänotypen zu identifizieren und zu untersuchen, sollte das humane Onkogen im Mausmodell exprimiert 
werden. Hierzu wurden verschiedene experimentelle Ansätze parallel verfolgt.
4.6.1  Konditionaler Knockin im ROSA26-Genlokus
Ein  Expressionsvektor  für  humanes  B-RafV600E wurde  basierend  auf  dem  dem  Targeting-Konstrukt 
pROSA26-PA  kloniert  und  per  Sequenzierung  kontrolliert  (siehe  Kapitel  3.20.1).  Das  Plasmid  wurde 
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Abbildung 47: B-Raf Knockdown durch shRNA führt in RKO-E1 #1 und 
RBOW #1 zu verringerter Apoptose. Die Induktion von RNA-Interferenz 
führte in Standardmedium zu einer Reduktion der S- und G2/M-Phase. 
Nach Inkubation mit  Hungermedium bewirkte die shRNA-Transkription 
eine deutliche Verkleinerung der sub G1-Fraktionen.































linearisiert  und  durch  Elektroporation  in  embryonale  Stammzellen  der  Maus  eingebracht.  Im 
nachfolgenden Selektionsschritt konnten keine resistenten Zellen gewonnen werden. Auch in mehreren 
Wiederholungen der Transfektion, in denen die Konzentration des eingesetzten G-418 Sulfats auf 0,1 g · L-1 
gesenkt wurde, überlebten keine transfizierten Zellen die Selektion.
4.6.2  Konditionaler Knockin im Aktin-Genlokus
In  einer  zweistufigen  Klonierung  und  anschließenden  Sequenzierung  erfolgte  die  Herstellung  des 
Targeting-Vektors zur Expression des humanen BRAF-Onkogens im murinen Aktin-Genlokus (siehe Kapitel 
3.20.2).  Embryonale  Stammzellen  wurden  mit  der  linearisierten  Plasmid-DNA  transfiziert.  Auch  nach 
mehreren Transfektionsdurchgängen wurden keine resistenten Klone in den darauf folgenden Selektionen 
erhalten.
4.6.3  Transgenes Villin-Modell
Im  transgenen  BRAF-Tiermodell,  in  dem  das  Onkogen 
unter  der  Kontrolle  des  Villin-Promotors  exprimiert 
werden sollte, wurde in den ersten Anpaarungen nur ein 
B-RafT1799A-exprimierendes  Elterntier  gefunden 
(Abbildung  48).  Nachdem  Versuche,  weitere  Founder-
Tiere  zu  generieren,  erfolglos  blieben,  wurde  die 
Klonierung des Expressionskonstruktes wiederholt. Unter 
Verwendung  von  zwei  unabhängigen  Plasmidklonen 
wurden  insgesamt  48  Kandidaten  genotypisiert,  ohne 
dass weitere Founder-Tiere gefunden wurden.
Bei  dem  gefundenen  männlichen  Founder-Kandidaten  handelte  es  sich  offenbar  um  ein  chimäres 
Individuum, das die Transgenität nicht an seine Nachkommen vererbte. Zwar war die Villin-BRAF-Sequenz 
in  genomischer  DNA der  Schwanzspitze  während der  gesamten Zuchtversuche nachweisbar.  Dennoch 
wurde der Genotyp in mehreren Anpaarungen an keines der 27 getesteten F1-Tiere weitergegeben.
4.7   Alternatives Spleißen von BRAF in RKO
Durch  einen  Zufallsfund  bei  Klonierungsarbeiten  konnte  ein  alternativ  gespleißtes  BRAF-Transkript  in 
parentalen RKO-Zellen identifiziert werden. In der Folge wurde das alternative Spleißen der BRAF-mRNA 
systematisch untersucht.
In der mRNA von RKO wurde eine inzwischen beschriebene Spleißvariante des BRAF-Transkripts entdeckt, 
in  deren Sequenz  die  Exons 14  und  15 fehlen80.  Durch  die  Deletion  kommt es  nachfolgend  zu einer 
Verschiebung des Leserasters in der mRNA-Sequenz.  Schließlich wird die Translation nach 28 Triplets 
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Abbildung  48:  Genotypisierung  im  Villin-BRAF 
Mausmodell. Bei  der  Genotypisierung  der  Villin-
BRAF Founder-Mäuse  wurde  mit  zwei 






durch ein neues Stopcodon aus den Basen T1946, G1947 und A1948 abgebrochen. Nachdem dieses Transkript in 
der  Erstpublikation  gerade  in  RKO  nicht  nachgewiesen  werden  konnte,  wurde  die  Häufigkeit  dieser 
Variante  näher  untersucht.  Dabei  wurden  weitere  alternative  Transkripte  mit  bisher  unbeschriebenen 
zusätzlichen Exons entdeckt (Abbildung 49).
Exon 15a  ist  eine  78  Basenpaare  lange 
Sequenz,  die  in  der  genomischen 
Sequenz  2 339  Basenpaare  hinter 
Exon 15  und  1 442  Basenpaare  vor 
Exon 16 lokalisiert ist. Das Einfügen von 
Exon 15a in das BRAF-Transkript bewirkt 
einen  Kettenabbruch  durch  ein  TGA-
Codon  an  Position  19  bis  21  in  der 
zusätzlichen Sequenz.
Exon 16a und Exon 16b liegen 295 bzw. 1 839 Basenpaare hinter Exon 16 und umfassen 116 bzw. 82 
Nukleotide. Im alternativ gespleißten Transkript mit Exon 16a ist aufgrund des verschobenen Leserasters 
das nächste aus der Originalsequenz gebildete Triplet  (T1994,  A1995,  A1996)  ein Stopcodon und führt  zum 
Abbruch der Translation. Im Fall von Exon 16b bewirken die zusätzlichen Nukleotide T31, G32 und A33 einen 
vorzeitigen Kettenabbruch (Tabelle 5).
CDS Position Kettenabbruch Berechntete Masse
Wildtyp 2 301 - Konsensus-TGA, 2299-2301 90,5 kDa
Mutiert 2 301 - Konsensus-TGA, 2299-2301 90,5 kDa
Exon 14/15 Deletion - 251 - TGA 1946 - 1948, Exon 16 71,2 kDa
Exon 15a Insertion + 78 Exon 15 + 2 339 in Exon 15a (TGA 19 - 21) 74,8 kDa
Exon 16a Insertion + 116 Exon 16 + 295 TAA 1994 - 1996, Exon 17 83,7 kDa
Exon 16b Insertion + 82 Exon 16 + 1 839 in Exon 16b (TGA 31 - 33) 80,4 kDa
Tabelle  5: Übersicht und ausgewählte Daten zu B-Raf Isoformen in RKO. Angegeben sind die Konsequenzen des 
alternativen Spleißens auf die Länge der mRNA, ggf. die Position der zusätzlichen Exons in der genomischen Sequenz,  
sowie Position des Translations-Endpunktes und die berechnete molekulare Masse der jeweiligen Isoform.
Insgesamt wurden aus der mRNA von RKO 192 cDNA-
Klone  präpariert  und  sequenziert.   Neben  einigen 
Nonsense-Deletionen,  die  auf  bakterielle 
Rekombinationen zurückgeführt wurden, konnten 179 
Klone ausgewertet werden. Die im murinen  Braf-Gen 
von  alternativem  Spleißen  betroffene  Region  um 
Exon 9  war  dabei  in  allen  untersuchten  Proben 
unauffällig.  Demgegenüber  trugen  insgesamt  sechs 
Klone eine Insertion jeweils eines der beschriebenen 
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Abbildung  49: Schematische Darstellung der in RKO gefundenen 
BRAF-Transkripte. In der cDNA aus RKO wurden alternative  BRAF-
Transkripte gefunden. Entweder fehlen die Exons 14 und 15 in der 








Exon 15 (mit T1799A)
zusätzliches Exon
Abbildung  50:  Häufigkeit  der  einzelnen  Transkript-
Varianten  in  RKO. Wildtyp-  und  mutierte 
Normaltranskripte stehen in einem Verhältnis von etwa 
1 : 2.  Die  alternativ  gespleißten  Varianten  machten 










alternativen Exons.  In zehn Klonen wurde das an Exon 14 und Exon 15 deletierte Transkript gefunden 
(Abbildung 50).
Bei der Auswertung fiel auf, dass alle gefundenen Kopien, die eines der zusätzlichen Exons enthielten, ein 
Adenosin an Position 1799 enthielten und damit von einem der mutierten Allele stammten. Hieraus ergab 
sich die Vermutung, dass das  BRAF Wildtyp-Allel in RKO nicht von alternativem Spleißen betroffen sein 
könnte. Um darüber eine verlässliche Aussage treffen zu können, sollten auch die deletierten Transkripte 
ihren ursprünglichen Allelen zugeordnet werden. Da sich die Mutationsstelle aber gerade in der deletierten 
Sequenz befindet, musste die Zuordnung indirekt vorgenommen werden. Dies gelang mit Hilfe der neu 
entdeckten A1928G-Mutation, die in allen Wildtyp-Kopien auftrat, in Transkripten mit T1799A-Mutation 
jedoch fehlte. Diese Mutation transformiert ein GGA-Triplet in GGG, die beide für Glycin kodieren, und hat 
daher keine Konsequenzen auf Proteinebene. Von den zehn deletierten Transkripten stammten sechs von 
den onkogen mutierten Allelen und vier vom verbliebenen Wildtyp-Allel.
4.7.1  Relative Allelaktivität
Mit Hilfe der A1928G-Substitution konnte schließlich auch das Gesamtverhältnis von mutierten zu Wildtyp-
Transkripten,  einschließlich  aller  alternativ  gespleißten  Kopien  bestimmt  werden.  Den  136  dazu 
ausgewerteten Klonen lagen zu 33,6 % Wildtyp-Transkripte und zu 66,4 % Transkripte von einem der 
mutierten  Allele  zu  Grunde.  Demnach  schien  in  den  untersuchten  RKO-Zellen  kein  Allel  differenziell 
exprimiert zu werden.
4.7.2  Kinase-Aktivität der B-Raf Isoformen
Im Western-Blot  wurden  Lysate  aus  HEK293-
Zellen  eingesetzt,  die  zuvor  mit  Expressions-
Plasmiden gegen verschiedene B-Raf Varianten 
transfiziert  worden  waren.  Dabei  diente  eine 
Transfektion  mit  basalem  pcDNA3-Plasmid 
(Leervektor) als  Negativkontrolle und Zelllysat 
aus RKO-E1 als Positivkontrolle für ein aktivier­
tes B-Raf Signal.
Es zeigten sich generell erhöhte Mek 1/2- und 
Erk 1/2-Konzentrationen  nach  Expression  der 
onkogen mutierten  BRAF-Sequenz in HEK293-
Zellen.  Die  Signale  für  phospho-Mek 1/2  und 
phospho-Erk 1/2  waren  ebenfalls  nach  Trans­
fektion  mit  pcDNA3/BRAFT1799A am  stärksten 
(Abbildung 51).
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Abbildung  51:  Western-Blot  zur  Analyse  der  alternativen 
B-Raf Isoformen. In HEK293 wurden die verschiedenen B-Raf 
Isoformen exprimiert und im Western-Blot nachgewiesen. Die 
verkürzten  Isoformen  des  Proteins  werden  von  dem 
eingesetzten  Antikörper  nur  bedingt  erkannt.  Zudem wurde 
die  Aktivität  des  B-Raf  nachgeschalteten  Signalweges 
analysiert.  Für  die  auf  Proteinebene  verkürzten  Isoformen 




























































































Für eine bessere Vergleichbarkeit  wurden die Western-Blot  Signale für Aktin,  B-Raf,  pan Mek 1/2 und 
phospho-Mek 1/2 densitometrisch ausgewertet.  Die Signalstärken für B-Raf,  pan Mek 1/2 und phospho-
Mek 1/2 wurden mit Hilfe der Aktin-Werte der jeweiligen Probe normalisiert. Die resultierenden Werte für 
BRAF-transfizierte  HEK293-Zellen  wurden  an  Hand  der  Werte  der  Negativkontrolle  standardisiert 
(Abbildung 52).
Die so ermittelten Daten zeigen eine vergleichsweise 
schwache Expression der  BRAF-CDS in HEK293, die 
mit  dem  onkogen  mutierten  Konstrukt  transfiziert 
wurden.  Daneben  ist  die  Phosphorylierung  für 
Mek 1/2 in diesen Zellen besonders hoch.
Die  Transfektion  mit  Wildtyp-BRAF  verursacht  eine 
im  Vergleich  zu  B-RafV600E-produzierenden  Zellen 
weitaus  schwächere  relative  Mek-Phosphorylierung. 
Die  Werte  der  Spleiß-Varianten  sind  untereinander 
ähnlich, erreichen etwa das 0,9-Fache der Leervektor-
transfizierten  Zellen  und  bleiben  damit  nochmals 
deutlich unter den Werten für das Wildtyp-Protein.
4.8   E-Cadherin im Darm
Strukturproteine  wie  E-Cadherin  vermitteln  Zellkontakte  und  spielen  neben  anderen  epithelialen 
Gewebetypen auch im Darmepithel eine entscheidende Rolle. In Villin-Cre-ERT2;Cdh1fl/fl-Mäusen wurde der 
Einfluss von E-Cadherin auf die intestinale Homöostase und auf die Barriere gegen bakterielle Invasion 
untersucht. Nach der Initiation des Knockouts durch Rekombination zeigten die Mäuse zelluläre Erosionen 
an den Spitzen der Villi im Dünndarm und eine weitgehende Auflösung der Gewebearchitektur im Kolon.  
Die Tiere wiesen einen verschlechterten Allgemeinzustand auf, erlitten blutige Durchfälle und verstarben 
bei  weiterhin intensiver Gabe von Tamoxifen.  Bei  sanfteren Rekombinationsprotokollen differierten die 
Verumtiere  zunehmend  im  Körpergewicht  von  der  Kontrollgruppe.  Sie  zeigten  Abweichungen  in  der 
Darmlänge und in der Gesamtmasse des Darmgewebes128.
4.8.1  Panethzellen
In Tamoxifen-behandelten Versuchstieren war die Ausbildung von Panethschen Zellen im Dünndarm stark 
beeinträchtigt.  Die  mikroskopische  Quantifizierung  ergab  im  Durchschnitt  etwa  eine  Halbierung  ihrer 
Anzahl.  Dabei  waren  häufig  weniger  als  drei  Panethzellen  im  Anschnitt  einer  Krypte  nachzuweisen 
(Abbildung 53 A-C).
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Abbildung  52:  Densitometrische  Bestimmung  von 
Expression und Aktivität der B-Raf Isoformen. Die im 
Western-Blot erhaltenen Signalstärken für pan Mek 1/2 
und  phospho-Mek 1/2  wurden  densitometrisch 
ausgewertet  und  auf  Aktin  normalisiert  (siehe 
Abbildung 53). Die V600E-Mutante zeigte die stärkste 
Mek 1/2-Phosphorylierung. Wildtyp B-Raf aktivierte das 
Substrat  stärker  als  die  alternativ  gespleißten 
Isoformen.


























Plaques  homogenisiert,  in  PBS  suspendiert  und  ebenfalls  auf  Agarplatten  inkubiert.  Der  Unterschied 
zwischen E-Cadherin defizienten Tieren und der Kontrollgruppe war sowohl für Darmgewebe, als auch für 
Peyer-Plaques statistisch signifikant mit p < 0,05.
4.8.3  Chronische Auswirkungen
Die Auswirkungen einer chronischen E-Cadherin-Defizienz wurde in einem moderaten Injektionsprotokoll 
untersucht. Während der mehrmonatigen Versuchsdauer kam es an zwei Zeitpunkten zu unkontrollierten 
Abweichungen von den standardisierten Haltungsbedingungen. Bereits in der ersten Woche nach Beginn 
der Tamoxifen-Injektionen kam es in der Tierhaltung zu einer Infektion mit Trichomonaden. Nach der Be­
handlung mit Metronidazol im Trinkwasser waren keine Parasiten mehr nachweisbar. Während sich Infekti­
on  und  Behandlung nicht  auf  das  durchschnittliche 
Körpergewicht  der  Kontrolltiere auswirkte,  war  eine 
drastische  Gewichtsabnahme  der  Verumgruppe  an 
Tag 8 zu beobachten.  Während einer Wirkstoffappli­
kation über das Trinkwasser nehmen Mäuse aufgrund 
des bitteren Geschmacks häufig weniger Wasser auf. 
Während  die  Kontrolltiere  dadurch  keine  of­
fensichtlichen  physiologischen  Beeinträchtigungen 
erlitten, schienen die rekombinierten Tiere in diesem 
Zeitraum deutlich mehr Wasser auszuscheiden, als sie 
aufnahmen.
Im Weiteren kam es etwa neun Wochen nach Injektionsbeginn durch einen Pflegefehler zur Mangelversor­
gung mit Wasser und in der Folge zu einer erneuten Gewichtsabnahme an Tag 64 bei zwei Verumtieren 
(Abbildung 55).
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Abbildung 56: Histologischer Phänotyp des Cdh1-Knockouts in Dünn- und Dickdarm im chronischen Modell. Der 
Phänotyp verminderter Paneth-Zellen und kleiner Granula konnte in einer H&E-Färbung nachvollzogen werden (erste  
und zweite Spalte). Der Aufbau des Darmgewebes wurde durch die Rekombination nicht wesentlich beeinflusst (Spalte  















Abbildung  55:  Entwicklung  des  durchschnittlichen 
Körpergewichts  in  Kontroll-  und  Verumgruppe. 
Während des Langzeit-Versuches zum Cdh1-Knockout 
kam es kurz nach Versuchsbeginn zu einer Infektion mit 
Trichomonaden.  Knockout-Tiere  reagierten  mit  einen 
deutlichen Gewichtsverlust auf die Infektion.




















Histologisch konnte der Phänotyp des aggressiveren Tamoxifen-Protokolls großteils nachvollzogen werden. 
Die Reifung von sezernierenden Zellen in Dünn- und Dickdarm war beeinträchtigt, entsprechend der geän­
derten Versuchsbedingungen jedoch weniger stark als bei intensiver Rekombination. Auch die Defekte in 
der Ausbildung von Panethschen Zellen und deren Granula waren im chronischen Versuch nach Knockout 
des Cdh1-Gens zu beobachten (Abbildung 56).
Trotz der nicht pathogenfreien Haltung der Tiere und einem Befall mit Darmparasiten zeigte die histologi­
sche Auswertung keine Anzeichen einer Colitis. Weder im Dünndarm noch im Kolon konnte der mit der  
Auswertung betreute Pathologe inflammatorische Herde ausmachen oder ein differenzielles Muster im Auf­
treten von Immunzellen feststellen. Bis auf die beschriebenen Veränderungen der Zelldifferenzierung wa­
ren die Darmschnitte beider Versuchsgruppen histologisch unauffällig.
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5    Diskussion
5.1   B-RafV600E-Knockout in RKO
5.1.1  Auswahl eines biologischen Modellsystems
Das Verständnis der kolorektalen Karzinogenese und die Möglichkeiten einer individualisierten Therapie 
haben sich in den letzten Jahren deutlich verbessert. Dank der Identifikation molekularer Marker können 
Darmkebs-Patienten in Untergruppen eingeteilt und spezifisch behandelt werden. Andererseits ist durch 
die Kombination mehrerer dieser Marker klar geworden, dass für einige Tumortypen kaum therapeutische 
Strategien  bestehen.  Insbesondere  hinsichtlich  moderner  zielgerichteter  Wirkstoffe  besteht  für  die 
betroffenen Patienten ein großer Bedarf an neuen Therapie-Konzepten.
Einen  besonderen  therapeutischen  Fortschritt  stellt  die  Antikörper-basierte  Inhibition  des  Wachstums­
rezeptors EGFR dar. Jedoch wurde bereits in frühen Untersuchungen gezeigt, dass Mutationen der nachge­
schalteten Kinasen K-Ras und B-Raf Resistenz gegen EGFR-Antikörper vermitteln können. Für betroffene 
Patienten  wurden  kombinierte  Therapieschemata  aus  EGFR-Inhibition  und  zusätzlicher  Raf-Inhibition 
durch Sorafenib untersucht62. Parallel dazu wird für diese Subpopulation ein therapeutischer Nutzen von 
aktuellen B-Raf Inhibitoren erwartet, die zunächst zur Melanom-Therapie zugelassen sind oder werden.
Während sich Mutationen in K-Ras und B-Raf gegenseitig ausschließen129 130, tritt in beiden Fällen oft eine 
zusätzliche Mutation im  PIK3CA-Gen auf, das für eine Untereinheit der PI3-Kinase kodiert131 132. Für den 
B-Raf  Inhibitor  Vemurafenib  ist  bereits  bekannt,  dass  die  Mutation  der  PI3-Kinase  und  die 
Hyperaktivierung des  alternativen Armes des  MAPK-Signalweges eine  Behandlung mit  Inhibitoren der 
Mitogen-aktivierten Kaskade vereitelt.
Ziel war es, für die Subgruppe derjenigen Darmkrebs-Patienten, die eine Mutation sowohl in B-Raf, als 
auch in der PI3-Kinase aufweisen, ein geeignetes Modellsystem zur in vitro-Untersuchung zu finden. Die 
Wahl fiel dabei auf die Zelllinie RKO, da diese in der Kombination ihrer molekularen Marker besonders gut 
den  Subtyp  des  kolorektalen  Karzinoms  repräsentiert,  der  über  die  Zwischenstufe  des  serratierten 
Adenoms entsteht (siehe Abbildung 6). Neben den Mutationen in BRAF und PIK3CA zeigt RKO eine hohe 
Mikrosatelliten-Instabilität und weist den Phänotyp methylierter CpG-Inseln auf. Für andere entscheidende 
molekularen Marker, im Einzelnen KRAS, APC, TP53 und chromosomale Instabilität, ist RKO negativ. Durch 
die hohe Übereinstimmung mit den Merkmalen eines spezifischen Subtyps sollten experimentelle Daten 
aus RKO auf eine möglichst große und gut definierte Gruppe von Patienten übertragbar sein.
5.1.2  Auswahl der Methode zur Erzeugung eines Knockouts
Knockout-Modelle  gewährleisten  eine  größtmögliche  Korrelation  von  veränderten  Genotypen  mit  den 
beobachteten phänotypischen Konsequenzen. Im Gegensatz zu alternativen Methoden wie RNA-Interferenz 
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oder Transfektion ist der durch die Manipulation des Erbgutes erzielte Effekt quantitativ, physiologisch und 
endogen. Die Gefahr experimenteller Artefakte ist im Knockout-Modell sehr klein.
Während für tumorbiologische Fragestellungen in der Regel auf Tiermodelle zurückgegriffen wird, lassen 
sich die molekularen und therapeutischen Auswirkungen humaner Onkogene nicht zuverlässig in anderen 
Spezies untersuchen. Oftmals weichen die im Tierversuch erzielten Effekte in entscheidenden Details von 
der  pathophysiologischen  Situation  beim  Menschen  ab.  So  entwickeln  beispielsweise  APCmin/+-Mäuse 
zahlreiche Tumoren im Dünndarm, während bei Darmkrebspatienten mit vergleichbarer Schädigung das 
Kolon  betroffen  ist.  Demnach  ist  die  Arbeit  mit  menschlichen  Zellen  eine  Voraussetzung,  um  die 
Ergebnisse aus der Untersuchung einzelner Signalwege und dort wirksamer Inhibitoren auf die klinische 
Situation übertragen zu können.
Vor diesem Hintergrund sollten die Auswirkungen der B-RafV600E-Mutation in einem Knockout-Modell an 
menschlichen Zellen untersucht werden. Die hierzu bestehenden methodischen Alternativen sind begrenzt. 
Neben dem Somatic Cell Gene Targeting steht das CompoZr ZFN-System als kommerzielles Angebot zur 
Verfügung, bei dem genetische Sequenzen gezielt durch spezifische Zinkfinger-Nukleasen ausgeschaltet 
werden. Dabei kann zwischen zwei prinzipiell verschiedenen Arten der Anwendung gewählt werden, in de­
nen es entweder zur Deletion eines beliebigen Zielgens kommt, oder zur Insertion beliebiger Sequenzen in 
einen vorgegebenen Genlokus.
Im ersten Fall werden zwei CompoZr-Nukleasen mit jeweils einer Zielgen-spezifischen Erkennungssequenz 
ausgestattet. Zur Induktion eines Doppelstrangbruches muss die eine Erkennungssequenz im Sinnstrang 
5‘-terminal (upstream) zur Restriktionsstelle gelegen sein und die andere 5‘-terminal im komplementären 
Strang. Der Doppelstrangbruch wird von der Zelle anschließend mit Hilfe einer kurzen Template-Sequenz 
repariert. Die Zinkfinger-Proteine werden in Form ihrer mRNA durch transiente Transfektion in die Zelle 
eingebracht und dabei im Überschuss eingesetzt. Bedingt durch dieses Prinzip sind in der Regel beide Al­
lele eines Gens vom Knockout betroffen, sodass sich keine korrespondierenden Subklone mit Wildtyp- oder 
mutierten Allelen herstellen lassen. Zur Untersuchung einer monoallelischen BRAF-Mutation im Vergleich 
zur nicht mutierten Zelle ist diese Methode daher ungeeignet.
Bei der alternativen Anwendung dieses Systems werden Knockin-Sequenzen (z.B. Selektionsmarker) in ein 
Targeting-Konstrukt  einkloniert,  das  homologe  Sequenzen  für  die  Hybridisierung  im  AAVS1-Genlokus 
(Adeno-associated Virus Site 1) enthält. Nach Behandlung der Zellen mit den entsprechenden Zinkfinger-
Nukleasen wird dieses Konstrukt zur Reparatur des Doppelstrangbruches verwendet und die einklonierten 
Sequenzen in das Genom der Zielzelle integriert.  Um diesen Ansatz auf  einen beliebigen Genlokus zu 
übertragen, müssten einerseits mRNAs für Zielgen-spezifische Zinkfinger-Proteine an Stelle der standardi­
sierten Sequenzen eingesetzt werden. Andererseits müsste ein neues Targeting-Plasmid hergestellt und die 
homologen Sequenzen an den neuen Genlokus angepasst werden. Damit unterscheidet sich dieser Ansatz 
im erforderlichen Aufwand nicht  mehr vom  Somatic  Cell  Gene Targeting,  ist  dabei  aber aufgrund der 
hohen Kosten für die nötigen mRNA-Oligonukleotide aus ökonomischer Sicht weniger attraktiv.
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5.1.3  Besondere Herausforderungen beim Somatic Cell Gene Targeting
Obwohl beim Somatic Cell Gene Targeting überwiegend etablierte Methoden angewendet werden, kann für 
einige experimentelle Schritte nicht auf Standard-Protokolle zurückgegriffen werden.
Bereits bei der Fusions-PCR zur Herstellung der Targeting-Konstrukte musste von der ansonsten üblichen 
Vorgehensweise abgewichen werden, die im Reaktionsansatz verbliebene Template-DNA vom Produkt zu 
trennen. Aufgrund vergleichbarer Fragmentlängen war eine Reinigung des PCR-Produktes im Agarosegel 
grundsätzlich nicht möglich. Bei der Betrachtung des weiteren Klonierungs-Protokolls wird klar, dass diese 
Edukt-Kontamination in mehrfacher Hinsicht kompensiert wird.
• Da  die  Template-Kopien  keine  geeigneten  Restriktionsstellen  aufwiesen,  konnte  eine  spätere 
Ligation mit dem pAAV-Plasmid weitgehend ausgeschlossen werden.
• Zudem hätte eine Rezyklisierung der Template-Sequenzen zwar in den transformierten Bakterien 
zur Vermittlung einer G418- oder Hygromycin-Resistenz geführt. Doch durch die Doppelselektion 
mit  Zeocin,  dessen  Resistenzgen  auf  dem pAAV-Fragment  lokalisiert  war,  konnte  auch  dieser 
Umstand ignoriert werden.
• Schließlich  konnte  im  Rahmen  der  Etablierung  der  Fusions-PCRs  gezeigt  werden,  dass  die 
Template-DNA am Ende der Temperaturzyklen weitgehend hydrolysiert wurde. Im Agarosegel war 
nach den 22 verwendeten Zyklen keine Template-Bande mehr nachweisbar (ohne Abbildung).
Darüber  hinaus  wurde  ein  hoher  Aufwand  zur  Vermeidung  von  Punktmutationen  in  den  Targeting-
Konstrukten betrieben. Der Grund dafür liegt vornehmlich in der Länge der Sequenzen, die in der Fusions-
PCR amplifiziert werden müssen. Dadurch, dass die sogenannten  Megaprimer, also die Homologiearme 
einschließlich der Linker-Sequenzen, bereits durch PCR hergestellt wurden, kommt es für diese Sequenzen 
zu einer hohen Gesamtanzahl an PCR-Zyklen. Um die Mutationswahrscheinlichkeit zu minimieren wurde 
einerseits das Protokoll auf so wenig Zyklen wie möglich optimiert und eine Polymerase mit bestmöglicher 
Fehlerkorrektur  eingesetzt.  Andererseits  wurde  nach  der  Ligation  die  gesamte  Mischpopulation 
weitergeführt,  um  den  Anteil  intakter  AAV-Individuen  statistisch  zu  maximieren.  Hierbei  wurde 
angenommen,  dass  in  den  Homologie-Regionen  mit  einer  gewissen  Wahrscheinlichkeit  einzelne 
Mutationen aufgetreten sind, die jedoch in der Mehrzahl der Kopien die Rekombination zwischen viraler 
und genomischer DNA nicht entscheidend beeinträchtigen. Durch die Verwendung der Mischpopulation 
wird folglich ein hoher Anteil  an Klonen ohne Mutationen in funktionellen Motiven gewährleistet.  Aus 
diesem Grund wurde im Rahmen der Klonierungen zu keinem Zeitpunkt ein Einzelklon isoliert.
Nicht nur die vielfach amplifizierten Homologiearme, sondern auch die dazwischen liegenden Sequenzen 
können von fehlerhaften Nukleotid-Inkorporationen betroffen sein. Die Wahrscheinlichkeit einer Mutation 
innerhalb der loxP-Sequenzen oder der Resistenzgene der Template-DNA wurde berechnet und mit den 
Herstellerangaben  verglichen.  Zur  Berechnung  wurde  der  Wirkungsgrad  eines  PCR-Zyklus  auf  90 % 
geschätzt und die Polymerase-spezifische Fehlerrate des Herstellers in folgende Formel eingesetzt:
Zyklenzahl · Wirkungsgrad · Fehlerrate · Fragmentlänge = Fehler · Kopie-1
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Für die etwa 2 000 Basenpaare der Neo-Kassette wurde ein Wert von 1,74 (Herstellerangabe: 1,94) und für 
die Hyg-Resistenz mit 2 500 Basenpaaren 2,18 (Herstellerangabe: 2,42) errechnet. Vor dem Hintergrund 
dieser  Werte  und  angesichts  der  polyklonalen  Population  wurde  das  Auftreten  von  Fehlern  mit 
Auswirkungen auf die funktionellen Sequenzen der Fusions-PCR-Produkte vernachlässigt.
Im Weiteren wurde vor der Herstellung der Zellklone auf eine Titerbestimmung der AAV-Lysate, wie sie in  
anderen  Protokollen  üblich  ist,  verzichtet.  Die  genaue  Kenntnis  der  Viruslast  nach  standardisierten 
Methoden  hätte  an  dieser  Stelle  eine  zellspezifische  Titration  der  Virus-Suspension  an  RKO-E1  nicht 
ersetzt.  Stattdessen wurde durch das erste Infektionsexperiment einerseits das optimale Verhältnis von 
AAV-Lysat  zur  Zellzahl  ermittelt.  Andererseits  konnten  nach  der  Selektion  bereits  erste  Knockout-
Kandidaten aufgezogen und analysiert werden.
5.1.4  Effizienz des Knockouts
Mit über 1 000 CFU aus einer 10 cm Zellkulturschale bei 0,2 mL AAV-Suspension waren die hergestellten 
Lysate  in  hohem  Maße  infektiös.  Aufgrund  dieser  sehr  guten  Ausbeute  an  Kolonien  konnten  die 
Selektionsbedingungen relativ stringent gewählt werden. Die für die Selektionen eingesetzten Dosen von 
2,5 g · L-1 G418-Sulfat  und  800 mg · L-1 Hygromycin B  entsprachen  etwa  dem  Zweieinhalb-fachen  der 
letalen Dosis nicht resistenter Zellen.
Die eigentliche Effizienz im  Somatic Cell  Gene Targeting hängt nicht  von der Ausbeute an resistenten 
Klonen ab, die durch einen Mehreinsatz von Material kompensiert werden könnte. Wesentlich kritischer ist 
das Verhältnis von korrekt rekombinierten Knockout-Klonen zu solchen Klonen, bei denen die virale DNA 
(einschließlich  Resistenzgen)  an  zufälliger  Stelle  in  Genom  integriert  wurde.  Diese  Ratio  ist  im 
Wesentlichen  von  der  Zugänglichkeit  der  Zielsequenz  innerhalb  der  Chromatinstruktur  und  von  der 
generellen Suszeptibilität der verwendeten Zelllinie für das AAV-Targeting-System abhängig. Während sich 
die Erreichbarkeit  des Genlokus nicht  ohne Weiteres  a priori bestimmen lässt,  liegen für verschiedene 
Zelltypen bereits Erfahrungen vor. Dabei fallen einzelne Zelllinien regelmäßig durch eine besonders hohe 
Effizienz auf. So werden beispielsweise beim Targeting in PL5-Zellen Werte von deutlich unter 1 : 100 für 
das Verhältnis  von positiven Klonen zur Gesamtzahl  resistenter Klone erhalten.  Dagegen weisen RKO-
Zellen erfahrungsgemäß Werte im Bereich von 1 : 400 bis 1 : 800 auf und gehören damit zu den Zelltypen 
mit relativ schlechter AAV-Kompatibilität119.
In der vorliegenden Arbeit wurde im Vergleich dazu eine nochmals deutlich niedrigere Effizienz erhalten. 
Die beim Targeting des ersten Allels erreichte Ratio von einem etablierten Zellklon in ca. 3 600 resistenten 
Kolonien ist dabei allerdings als nicht repräsentativ anzusehen. Grund dafür ist, dass für die Etablierung 
der  Screening-PCR  Prinzip-bedingt  keine  Positivkontrollen  verfügbar  waren.  Die  Optimierung  der 
Reaktionsbedingungen  mit  einem  festen  Probensatz  hätte  eine  arbeitsaufwändige  Expansion  und 
Passagierung der Klone über das 96-well Format hinaus erfordert. Stattdessen wurden in kurzen zeitlichen 
Abständen  neue  Klone  generiert,  an  denen  weitere  Temperaturprotokolle  getestet  werden  konnten. 
Dadurch kam es im ersten Knockout-Durchgang zu einer Erhöhung der Anzahl erstellter Klone105. Nach der 
74 Diskussion
Identifikation  dieses  ersten  Knockout-positivien  Klons  durch  beide  Screening-PCRs  wurden  die  PCR-
Bedingungen für die weiteren Knockout-Ansätze beibehalten.
Einen verlässlichen Wert für die Effizienz des BRAF-Targetings in RKO-derivierten Zellen stellt daher das 
im  Knockout  des  zweiten  Allels  beobachtete  Verhältnis  von  etwa  1 : 1 400  dar.  Auch  dieser  Wert  ist 
deutlich unterhalb der für RKO erwarteten Effizienz und spricht für eine komplexe und unzugängliche 
Chromatinstruktur am anvisierten Genlokus.
5.1.5  Selektion gegen Wildtyp-Klone und Oncogene Addiction
Im Rahmen der Infektion von RBOW gab es bedingt durch die Aneuploidie der Zellen drei Möglichkeiten 
einer erfolgreichen Rekombination. Eine erneute Integration der viralen DNA im bereits deletierten Allel 
wurde aufgrund der Doppelselektion mit G418-Sulfat und Hygromycin B jedoch in keinem Fall beobachtet. 
In  den  sieben  identifizierten  Knockout-Klonen  lag  das  Verhältnis  der  Genotypen  BRAFwt/del/del und 
BRAFonc/del/del bei 1 : 6. Um zu überprüfen, ob diese Ratio durch unterschiedlich schnelle Koloniebildung 
hervorgerufen  wurde,  wurden besonders  langsam wachsende  Klone jeder  Infektions-Charge gesondert 
analysiert.  Wildtyp-Klone,  die  initial  langsamer  proliferierten,  wären  in  diesem  zeitlich  versetzten 
Screening  entdeckt  worden.  Unter  den  schwach  proliferierenden  Kandidaten  konnten  jedoch  keine 
weiteren Knockout-positiven Klone identifiziert werden. Dieser Befund steht im Einklang mit den Daten zur 
Serum-abhängigen  Proliferation,  nach  denen  RBW-1  Zellen  unter  guter  Versorgung  mit  FBS  nicht 
wesentlich  langsamer  proliferieren  als  Klone  mit  Mutation.  Somit  konnte  eine  Fehleinschätzung  des 
Verhältnisses  zwischen  Wildtyp-  und  V600E-Klonen  aufgrund  einer  verzögerten  Koloniebildung 
ausgeschlossen werden.
Vor dem Hintergrund der schlechten Effizienz des BRAF-Knockouts in den RKO-Derivaten und wegen der 
anzunehmenden Selektion  gegen  Wildtyp-Klone  im sekundären  Targeting wurde  von  der  Generierung 
eines  weiteren  RBW-Klons  abgesehen.  Da  sich  die  korrespondierenden  Zellen  im  Somatic  Cell  Gene 
Targeting auf genetischer Ebene nur in einem Allel unterscheiden, sind klonale Effekte theoretisch sehr 
unwahrscheinlich. Zudem konnte die Wahrscheinlichkeit klonaler Abweichungen zwischen RBW-1 und den 
RBO-Zellklonen weiter  gesenkt  werden,  indem die  RBOW-Zellpopulation vor  der  Deletion des  zweiten 
Allels  nur  wenige  Male  passagiert  wurde.  Dadurch  wurde  für  die  Induktion  des  zweiten  genetischen 
Ereignisses eine in hohem Maße homogene Zellpopulation verwendet. Der große Aufwand zur Herstellung 
eines weiteren Wildtyp-Klons in Relation zu dem methodisch bedingt geringem Gewinn an Evidenz wurde 
daher als unangemessen erachtet. Die folgende phänotypische und pharmakogenetische Charakterisierung 
wurde demzufolge mit einem einzelnen RBW-Klon durchgeführt.
Die deutliche Überzahl der Klone mit Mutation legt eine Abhängigkeit der Zellen vom Onkogen (Oncogene 
Addiction) nahe133 29. Ein weiterer Beleg für eine Oncogene Addiction ist der trotz positiver Transfektions­
kontrolle durch GFP fehlgeschlagene Versuch, die BRAF-Expression in der Versuchszellen durch siRNA zu 
inhibieren. Während die konstitutive RNA-Interferenz in der Vergleichszelllinie DLD-1 gelang, musste für 
die  RKO-Klone  eine  induzierbares  shRNA-Setup  gewählt  werden.  Diese  Interpretation  wird  durch  die 
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Beobachtung weiter gestützt, dass sich die S- und G2/M-Populationen der shRNA-Klone nach Doxycyclin-
Zugabe im Vollmedium verringerten.
Die gewonnenen Knockout-Zellen RBO-1 und RBO-2 einerseits, sowie RBW-1 andererseits, dienten zum 
Vergleich  von  V600E-  und  Wildtyp-Phänotypen  in  korrespondierenden  Zellklonen.  Hierzu  wurde  im 
Western-Blot  eine  vergleichbare  Expression  der  verbliebenen  BRAF-Allele  in  allen  Zellklonen  nachge­
wiesen. Durch den Nachweis einer in RBW-1 reduzierten Phosphorylierung der nachgeschalteten Effektor­
kinasen Mek 1/2 und Erk 1/2 wurde der Knockout auf funktioneller Ebene validiert. Zudem wurde weder in 
onkogen mutierten Zellen, noch in RBW-1 die Phosphorylierung durch Serumentzug im Vergleich zum 
Standardmedium reduziert. Somit wurde gezeigt, dass auch unter Hungerbedingungen die Beeinträchti­
gung der B-Raf Signalaktivität in RBW-1 stabil blieb und nicht durch Crosstalk nach Aktivierung alternati­
ver  Signalwege  beeinflusst  wurde.  Dieser  Mangel  an  redundanten  Systemen  zur  Kompensation  des 
abfallenden B-Raf Signals deutet ebenfalls auf das Vorliegen einer Oncogene Addiction hin.
RKO-Zellen  sind  demnach  unter  entsprechendem  Selektionsdruck  auf  die  Expression  von  BRAF 
angewiesen. Ein solches Onkogen wird auch als Achillesferse einer Krebszelle bezeichnet und stellt ein 
optimales molekulares Ziel für therapeutische Strategien dar. Eine ähnliche Abhängigkeit von B-RafV600E 
wurde  für  Melanomzellen  mit  Hilfe  von  RNA-Interferenz134 135 und  Inhibitoren  gegen  Mek 1/2136 und 
B-Raf137 138 gezeigt. Nicht zuletzt auf der Basis dieser Daten wurde die Zulassung der Vemurafenib-Therapie 
zur Behandlung von Melanomen vorangetrieben. Vor dem Hintergrund einer ähnlich starken  Oncogene 
Addiction in  RKO ist  eine  starke  Rationale  für  BRAF-Screenings  in  der  klinischen  Routine  nach  der 
Diagnose kolorektaler Karzinome gegeben. Analog zu den großen Erfolgen beim Melanom, könnten im 
Rahmen einer solchen Selektion B-RafV600E positive Darmkrebs-Patienten von einer zielgerichteten Therapie 
gegen B-Raf in besonders hohem Maße profitieren.
5.2   Zellbiologische Phänotypen
5.2.1  Selbstversorgung mit Wachstumssignalen
Im  täglichen  Umgang  mit  den  Zellen  sind  weder  morphologische  Unterschiede,  noch  differenzielle 
Proliferationsraten  zwischen  den  Zelllinien  aufgefallen.  Dieser  subjektive  Eindruck  wurde  im 
Proliferationsassay  mit  10 %  Serumanteil  bestätigt.  In  RBW-1  wird  das  schwächere  B-Raf  Signaling 
offenbar  durch  eine  optimale  Versorgung der  Zellen  mit  Serum ausgeglichen.  Andererseits  wurde  im 
Western-Blot nachgewiesen, dass auch mit 10 % FBS reduzierte Konzentrationen an phospho-Mek 1/2 und 
phospho-Erk 1/2  in  RBW-1  vorliegen.  Daher  ist  anzunehmen,  dass  in  den  Wildtyp-Zellen  das  EGFR-
Signaling durch  die  Transduktion  externer  Wachstums-Signale  über  andere  Signalwege  kompensiert 
werden kann.
Die  Annahme  einer  solchen  Kompensation  wurde  schließlich  durch  Messung  der  Proliferation  bei 
niedrigeren Serum-Konzentrationen bestätigt. Sobald den Zellen die externen Faktoren entzogen wurden, 
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verlangsamte sich mit sinkender Serumdosis das Wachstum von RBW-1 im Vergleich zu den Klonen mit 
V600E-Mutation. Die Phosphorylierungs-Muster der Zellklone für Mek 1/2 und Erk 1/2 blieben zwischen 
den unterschiedlichen Kulturbedingungen jedoch gleich. Dies bestärkt die Annahme, dass die Proliferation 
in RKO weitgehend unabhängig vom Erk 1/2-Signal ist, so lange eine gute Versorgung mit Signalen und 
Nährstoffen gegeben ist.  Erst bei schlechter Versorgungslage, wie sie häufig im Tumor anzutreffen ist, 
spielt  die  Hyperaktivierung  der  Mitogen-aktivierten  Signalkaskade  eine  entscheidende  Rolle.  Als  ein 
möglicher  Kandidat  für  eine  unter  Standardbedingungen  redundante  Signalkaskade  ist  der  PI3K/Akt-
Signalweg  in  der  Literatur  beschrieben139.  Besonders  im  Hinblick  auf  das  parallel  zu  BRAF mutierte 
PIK3CA-Gen  kommt  auch  in  den  RKO-abgeleiteten  Zellen  für  die  weitgehende  Kompensation  des 
Ras/Raf/Mek/Erk-Signals die PI3K/Akt-Kaskade in Frage.
Die  proliferativen Unterschiede der  Zellklone und insbesondere  die  Sensitivität  der  Wildtyp-Zellen auf 
Serummangel  konnten  auch  anhand  der  Zellzyklus-Verteilungen  nachvollzogen  werden.  In  der 
Durchflusszytometrie  wurden  nach Inkubation  mit  10 % FBS für  alle  Zellklone ähnliche Histogramme 
erhalten.  Die vergleichsweise großen G2/M-Populationen der Zellklone wurden dadurch hervorgerufen, 
dass  die  parentale  Zelllinie  RKO  im  Vergleich  zu  anderen  kolorektalen  Krebszelllinien  sehr  schnell 
proliferiert. So war bereits in den Proliferationsassays für RKO-E1 und den daraus etablierten Knockout-
Klonen  unter  optimalen  Kulturbedinungen  eine  Verdoppelung  der  Zellpopulationen  innerhalb  von  15 
Stunden abzulesen. Nach Inkubation mit Hungermedium zeigten die korrespondierenden Zellklone jedoch 
je nach  BRAF-Mutationsstatus große Unterschiede in der durchflusszytometrischen Analyse. Die G2/M-
Population der in Hungermedium inkubierten RBW-1 war deutlich verkleinert. Ein ähnliches Muster konnte 
in den durchflusszytometrischen Analysen zu Apoptose und Nekrose reproduziert werden.
Die Abhängigkeit der RBW-1 Zellen von externen Wachstumsfaktoren wurde im Alamarblau-Assay bestä­
tigt. Dabei zeigte sich, dass die Reduktion des Serums auch Auswirkungen auf den Stoffwechsel der Zellen 
hatte. Der Farbstoff wird von aktiven Zellen rasch reduziert und lässt unter Substratsättigung das Fluores­
zenzsignal in Form einer Geraden nach Michaelis und Menten schnell ansteigen. Inaktive Zellen erzeugen 
dagegen einen langsameren Anstieg, vergleichbar dem Hintergrundsignal mit reinem Zellkulturmedium140.
Sowohl  im  Proliferationsassay,  als  auch  bei  der  Stoffwechselanalyse  wurden  die  RBO-Klone  und  die 
parentalen Zellen nicht wesentlich durch den Serumentzug beeinflusst. Die generelle Beeinträchtigung der 
Proliferation  unter  zunehmendem  Serummangel  (siehe  unterschiedliche  Skalierung  der  y-Achsen  in 
Abbildung 27) kann dabei als eine Anpassung an das begrenzte Nährstoffangebot angesehen werden. Die 
Überlebensstrategie der Zellen oder die grundsätzliche Zellprogrammierung änderten sich dabei offenbar 
nicht.  Eine  derartige  Unabhängigkeit  von  Wachstumsfaktoren  ist  ein  wesentliches  Merkmal  aller 
Krebszellen und wird als Self-Sufficiency of Growth Signals bezeichnet17 18. Im Gegensatz dazu zeigte die 
korrespondierende  Wildtyp-Zelllinie  hinsichtlich  Proliferation  und  Stoffwechsel-Aktivität  das  typische 
Verhalten einer Zelle aus Normalgewebe. Durch die Deletion der mutierten BRAF-Allele hatte RBW-1 die 
Fähigkeit zur Selbstversorgung mit Wachstumssignalen und somit ein zentrales Merkmal der Onkogenität 
verloren.  Dass  B-RafV600E in  den  untersuchten  Zellen  der  alleinige  Faktor  für  die  permanente 
Aufrechterhaltung der Proliferation ist, steht im Einklang mit der Theorie, dass Mutationen von K-Ras und 
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B-Raf einander äquivalent sind und sich innerhalb eines Tumors gegenseitig ausschließen129. Die durch 
Ras-Mutationen vermittelte Hyperaktivierung des MAPK-Signalwegs war eine der ersten beschriebenen 
Ursachen für die Selbstversorgung mit Wachstumssignalen141.
Auf  die  klinische  Situation  übertragen,  zeigt  dieser  Effekt  eine  vielversprechende  Möglichkeit  zur 
Behandlung fortgeschrittener Tumorstadien. Durch Angiogenese-Hemmer, allen voran Antikörpern gegen 
den VEGF-Rezeptor, kann die Versorgung im Inneren des Tumors bereits entscheidend beeinflusst werden. 
In  dieser  Situation  sind  die  Tumorzellen  in  besonderem  Maße  auf  die  Selbstversorgung  mit 
Wachsstumsignalen  angewiesen.  Da  diese  Kompetenz  in  RKO  offensichtlich  primär  durch  B-RafV600E 
vermittelt wird, besteht eine starke Rationale für die kombinierte Therapie mit Angiogenese-Hemmern und 
B-Raf inhibierenden Wirkstoffen.
Um diesen Ansatz weiter zu verfolgen muss in ergänzenden Versuchen die molekulare Signaltransduktion 
in  der  humanen  Krebszelle  in  Zusammenhang  mit  den  tumorbiologischen  Auswirkungen  untersucht 
werden. Nachdem diese Fragestellungen in vitro nicht vollständig beantwortet werden können, könnte für 
zukünftige  Arbeiten  auf  Xenograft-Modelle  mit  den  hier  beschriebenen  RKO-Knockout-Klonen 
zurückgegriffen werden.
Dabei  ist  zu  beachten,  dass  gerade  für  die  Kombination  dieser  zwei  Wirkstoff-Klassen  eine  unklare 
Datenlage  vorliegt.  Einerseits  zeigten  Versuche  einer  parallelen  Inhibition  des  EGF-  und  des  VEGF-
Rezeptors durch Erlotinib und Bevacizumab in einem Melanom-Xenograft-Modell bereits in K-Ras bzw. 
B-Raf  mutierten  Tumoren  synergistische  Effekte142.  Hierbei  ist  nicht  klar,  wodurch  eine  Resistenz 
gegenüber  dem  Targeting des  EGF-Rezeptors  durch  die  Mutationen  in  den  nachgeschalteten 
Effektorkinasen in diesem Modell vermieden wird. Andererseits scheint die Inhibition von B-RafV600E allein 
bereits eine hemmende Wirkung auf die Angiogenese auszuüben13 143.
5.2.2  Seneszenz
Die  Expression  von  Onkogenen  kann  zur  Induktion  einer  zellulären  Seneszenz  führen144 145 146.  Dieser 
Zusammenhang  ist  für  B-RafV600E sowohl  in vitro,  als  auch  in vivo beschrieben147 148.  Im  Lauf  der 
Tumorentstehung muss die zelluläre Seneszenz kompensiert oder überwunden werden. Im Einklang mit 
den  mehrstufigen  Modellen  der  Karzinogenese  kann  dies  durch  die  genetische  Aktivierung  weiterer 
Onkogene  geschehen.  Dabei  kann  die  Frage,  welchen  Effekt  die  Deletion  mutierter  BRAF-Allele  in 
Tumorzellen  auf  das  Seneszenz-Verhalten  hat,  nicht  ohne  Weiteres  im  Voraus  beantwortet  werden. 
Einerseits ist es möglich, dass die Zellen durch den Verlust eines zentralen Onkogens auf die seneszente 
Entwicklungsstufe  zurückkehren und über  einen längeren Zeitraum neue Kompensations-Mechanismen 
entwickeln. Gleichwohl ist es vorstellbar, dass die Überwindung der Seneszenz in RKO unabhängig von 
B-RafV600E erworben wurde. Demnach würde man keinen Zuwachs an seneszenten Zellen erwarten, da die 
von RKO bereits etablierten Resistenz-Mechanismen gegen zelluläre Seneszenz auch nach dem Knockout 
weiterhin bestehen bleiben.
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Nach der Färbung der Seneszenz-assoziierten -Galaktosidase-Aktivität zeigte sich in den Zellklonen einβ  
unterschiedliches Ausmaß an zellulärer Seneszenz.  Jedoch war auch in den Proben mit dem stärksten 
Effekt  nur  ein  kleiner  Bruchteil  der  Zellen  angefärbt.  Dieser  subjektive  Eindruck,  dass  in  keiner  der 
analysierten Proben ein relevantes Ausmaß an zellulärer Seneszenz vorlag, wurde durch die quantitative 
Auswertung eindeutig bestätigt.  Auch durch die quantitativen PCR-Analysen,  soweit  diese ausgewertet 
werden  konnten,  wurden  keine  Hinweise  auf  ein  verändertes  Seneszenz-Verhalten  nach  BRAFT1799A-
Knockout erhalten. Somit konnte gezeigt werden, dass die Überwindung zellulärer Seneszenz in RKO im 
Wesentlichen unabhängig vom B-Raf Status ist, und dass das Targeting von B-RafV600E nicht ausreicht, um 
ein für die Proliferationsrate relevantes Maß an Seneszenz in RBW-1 zu induzieren.
Während  im  Modell  eine  artifizielle  Immortalisierung  der  Zellen  eingesetzt  werden  kann,  um  eine 
B-RafV600E-vermittelte  Seneszenz  aufzuheben,  ist  zur  Zeit  wenig  über  die  tatsächlichen  Vorgänge  in 
Tumorzellen bekannt144. Zur Untersuchung dieser Fragestellung ist zunächst ein besseres Verständnis der 
Seneszenz-induzierenden Mechanismen,  die  derzeit  Gegenstand  kontroverser  Diskussionen  sind, 
erforderlich149 150 151.  Das im Rahmen dieser  Arbeit  etablierte Modell  korrespondierende Tumorzellklone 
könnte hierbei in zukünftigen Versuchen entscheidende Antworten liefern. Beispielsweise ließen sich in 
einem DNA-Microarray zwischen RBW- und RBO-Klonen differentiell regulierte Gene identifizieren, die im 
Kontext  BRAF-vermittelter  Seneszenz  weiter  analysiert  werden  könnten.  Andererseits  könnten  gezielt 
bekannte Seneszenz-Faktoren in den Knockout-Klonen auf ihre Aktivität hin untersucht werden.
5.2.3  B-RafV600E-abhängige Apoptose-Resistenz
Nachdem  in  Vollmedium  vergleichbare  Zellzyklus-Verteilungen  für  alle  Zellklone  beobachtet  wurden, 
zeigte RBW-1 unter Serumentzug einen bedeutenden Anstieg des Zellsterbens. In weiteren durchflusszyto­
metrischen Analysen konnte Nekrose als zu Grunde liegende Ursache für den vermehrten Zelltod in RBW-1 
ausgeschlossen werden. Stattdessen wurde Apoptose im Western-Blot auf gespaltene Caspase 3 als der 
entscheidende  Mechanismus  für  das  differenzielle  Zellsterben  identifiziert.  Der  programmierte  Zelltod 
kann  im Einzelnen  über  zahlreiche  unterschiedliche  Caspase-Kaskaden  verlaufen,  deren  gemeinsamer 
zentraler Baustein die Caspase 3 ist.
Nachdem eine erste Auswahl weiterer Apoptose-Marker im Western-Blot als nicht differenziell reguliert 
identifiziert wurde, wurde von einer Charakterisierung der Apoptose-Mechanismen im Detail abgesehen. 
Die  Aktivierung  apoptotischer  Programme in  RBW-1 unter  suboptimalen  Bedingungen  kann  demnach 
verschiedene Ursachen haben. Eine plausible Erklärung wäre ein Zusammenhang mit der beobachteten 
Self-Sufficiency of  Growth-Signals.  In diesem Fall  würde der Verlust  des  Wachstums-Signales  und die 
damit einhergehende reduzierte Stoffwechsel-Aktivität zur Auslösung der Apoptose führen. Gleichermaßen 
könnte  eine  Initiierung  des  Zellsterbens  aufgrund  des  eingeschränkten  Nährstoff-Angebot  vor  diesem 
Hintergrund angenommen werden. Hierbei wäre die Apoptose also weniger auf das Fehlen bestimmter 
Signalmoleküle, sondern vielmehr auf den Mangel von Stoffwechsel-Substraten zurückzuführen. Das in den 
mutierten Zellklonen verstärkte B-Raf  Signal  könnte dabei  für  eine endogene Synthese der benötigten 
Faktoren in den Zellen sorgen.
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Analog  zur  Selbstversorgung  mit  Wachstumssignalen  ist  die  Apoptose-Resistenz  ein  charakteristisches 
Merkmal für Krebszellen. Viele Krebspatienten profitieren aufgrund einer solchen Resistenz nicht von der 
Therapie mit Apoptosestimulanzien152. Durch die Deletion einer einzelnen genetischen Mutation konnte der 
Verlust dieser zentralen onkogenen Eigenschaft in RBW-1 Zellen induziert werden. Dieser Zusammenhang 
konnte für B-Raf zuerst im Rahmen der murinen Embryogenese beschrieben werden, wenn auch ohne 
Identifikation des zugehörigen Signalwegs153. Zumindest für die anderen Mitglieder der Raf-Proteinfamilie 
sind  antiapoptotische  Mechanismen  beschrieben,  wie  die  Inhibition  der  Fas-Rezeptoren  oder  die 
Deaktivierung der proapoptotischen Kinasen ASK1 und MST2154. Auch für B-RafV600E gibt es Hinweise auf 
Apoptose-relevante Zielproteine außerhalb des Mek/Erk-Signalweges155. Patienten mit B-RafV600E-Mutation 
könnten demzufolge parallel zur Behandlung mit B-Raf Inhibitoren verstärkt auf Apoptose-stimulierende 
Therapien ansprechen.
5.2.4  Kontaktinhibition
Durch  Resistenzen  gegen  Mechanismen  zur  Wachstumsbegrenzung  ist  es  Tumorzellen  möglich,  das 
homöostatische  Gleichgewicht  zu  überwinden.  Die  Umgehung  einer  Kontaktinhibition  ist  ein 
entscheidender Faktor für die Tumorinitiation und für die Fähigkeit zur Invasion.
Im  Gegensatz  zum  vergleichbaren  Wachstum  unter  standardisierten  Bedingungen  wurden  aus 
hyperkonfluenten Zellkulturgefäßen weniger RBW-1 Zellen erhalten, als BRAF-mutierte Klone. Durch den 
Vergleich der Zellvolumina im Durchflusszytometer konnte gezeigt werden, dass es sich dabei nicht um 
einen Größeneffekt, sondern um eine Kontaktinhibition beim Wildtyp-Klon handelt.
Zudem  wurden  für  RBW-1  nach  hinreichend  verdünnter  Aussaat  der  Zellen  und  im  subkonfluenten 
Wachstums  morphologische  Unterschiede  beobachtet.  Die  Spindelform  der  Zellen  kam  nur  dann  zu 
Stande, wenn es zur Ausbildung kleiner Kolonien kommen konnte, in denen die Morphologie nicht an das 
begrenzte Raumangebot angepasst werden musste. Daher ist naheliegend, dass der beschriebene Effekt 
durch die Kontaktinhibition verursacht wurde, die ebenfalls nur in RBW-1 auftrat. Eine mögliche Erklärung 
für diesen Zusammenhang ist, dass der Kontakt mit Nachbarzellen das Wachstum im Inneren der Kolonie 
verlangsamt.  Aufgrund  der  geringen  Koloniegröße  und  des  ansonsten  nicht  eingeschränkten 
Platzangebotes  könnten  die  Zellen  dabei  hinreichend  mobil  sein,  um  ein  Gleichgewicht  zwischen 
Kontaktinhibition und Zelldichte für eine Zeitlang aufrecht zu erhalten. Die Ausbildung von Parallelität und 
Spindelmorphologie würde dadurch nur in RBW-1 ermöglicht, während sich in BRAF-mutierten Zellen der 
Gleichgewichtszustand durch die fehlende Kontaktinhibition nicht einstellt.
Als ein Mechanismus für die Überwindung einer Kontaktinhibition ist ein verändertes Akt-Signaling in der 
Literatur beschrieben125. Die Kinase Akt ist Bestandteil einer weiteren Signalkaskade unterhalb des EGF-
Rezeptors. Sie wird initial aktiviert, indem Threonin308 durch PI3-abhängige Kinasen phosphoryliert wird. 
Akt  aktiviert  daraufhin  den  mTOR-Komplex  (mTORC) indirektüber  TSCi 1/2  und  Rheb.  Als  eine  Rück­
kopplungsschleife kann Akt wiederum durch mTORC an Serin473 phosphoryliert und damit weiter aktiviert 
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werden. Akt ist demnach kein direktes  Target von B-Raf und im klassischen Modell linearer Signalwege 
kein  Mitglied  der  Ras/Raf/Mek/Erk-Kaskade.  Ein  Crosstalk zwischen  beiden  Kaskaden  kann  jedoch 
entweder in Membrannähe zwischen K-Ras und der PI3-Kinase erfolgen, oder stromabwärts von Akt über 
Erk 1/2 und die  TSC-Proteine.  In dem Fall  bewirkt  phospho-Erk 1/2 analog zu Akt  eine Inhibition von 
TSC 1/2 und ermöglicht dadurch die Aktivierung des mTOR-Komplexes durch Rheb.
Durch die Substitution von Adenosin3140 durch Cytosin in Exon 20 des PIK3CA-Gens weisen RKO-Zellen 
eine  Mutation  in  der  katalytisch  aktiven  Untereinheit  der  PI3-Kinase  auf.  Der  BRAF-Status  der  RKO-
Knockout-Klone  sollte  demnach  keinen  Einfluss  auf  die  initiale  Aktivierung  der  Akt-Kinase  haben.  Im 
Einklang mit dieser Hypothese waren die Proteinspiegel für phospho-T308-Akt in allen Zellklonen gleichsam 
relativ hoch. Die Zellen hatten durch die  PIK3CA-Mutation keine Möglichkeit  zur Regulierung der Akt-
Phosphorylierung an T308. Daher blieb das Signal auch unter schlechten Kulturbedingungen konstant, unter 
denen in PI3K-Wildtyp Zellen eine Reduktion des Wachstums-relevanten Signalings stattfinden würde. Der 
gleiche Effekt  war  auch für  phospho-Mek 1/2 und phospho-Erk 1/2  erkennbar,  deren Intensität  in  den 
V600E-mutierten Zellklonen mit 10 % und 0,5 % FBS vergleichbar war.
Durch  parallele  Hyperaktivierung  von  PI3-Kinase  und  Erk 1/2  in  RKO besteht  eine  Redundanz  in  der 
zweiten Aktivierungsstufe von Akt. Daher wurde für RBW-1 eine Maskierung des Einflusses erwartet, den 
die  Deletion des  mutierten Allels  auf  die  Akt-S473-Phosphorylierung ausübt.  Diese  Annahme wurde im 
Western-Blot  widerlegt.  Die  konstitutive  Phosphorylierung  von  Mek 1/2  und  Erk 1/2  durch  B-RafV600E 
verstärkte das phospho-S473-Signal der mutierten Klone im Vergleich zu Wildtyp-Zellen.
Sowohl die Kontaktinhibition der RBW-1 Zellen, als auch die reduzierten Mengen an S473-phosphoryliertem 
Akt wurden gleichermaßen in Vollmedium und unter Serummangel beobachtet. Eine klare Zuordnung der 
Kontaktinhibition zu einer der beiden Phosphorylierungsstufen ist bislang nicht publiziert worden. Jedoch 
wird in allen Arbeiten zu dem Thema die Aktivierung an Serin473 entweder als  alleiniger Marker oder 
ergänzend  zu  Tyrosin308 verwendet.  Somit  scheint  der  Konsens  zu  bestehen,  dass  erst  die  volle  Akt-
Aktivierung  zur  Überwindung  der  Kontaktinhibition  führt.  Somit kann  der  downstream von  B-Raf 
erfolgende Crosstalk im Einklang mit diesen Literaturdaten für die Resistenz gegenüber der Proliferations-
Kontrolle in V600E-mutierten Zellen verantwortlich gemacht werden.
Zudem deuten die Daten darauf hin, dass die Erk 1/2-Aktivität einen stärkeren Einfluss auf die Serin473-
Phosphorylierung hat als Akt selbst. Eine wesentliche Reduktion der zweiten Aktivierungsstufe wurde in 
allen  Zellklonen  unter  0,5 % FBS beobachtet,  während  der  T308-Rest  unverändert  stark  phosphoryliert 
blieb.  Schließlich  war  in  hungernden  RBW-1  nahezu  kein  phospho-S473-Akt  mehr  nachweisbar.  Die 
Regulation der Rückkopplungsschleife schien in diesen Zellen trotz konstitutiv  aktiver PI3-Kinase nicht 
beeinträchtigt zu sein. Somit erscheint es fraglich, ob im Zusammenhang mit der zweistufigen Aktivierung 
der Akt-Kinase von einer Autophosphorylierung gesprochen werden kann156.
Die parallele Beeinflussung von zwei zentralen Signalwegen zeigt die herausragende Bedeutung der B-Raf­
V600E-Mutation für Tumorzellen auf. Über die Rekonstitution einer Kontaktinhibition könnte in betroffenen 
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Tumoren die Proliferation verlangsamt werden. Unabhängig von der Versorgungslage der Zellen und damit 
vom Tumorstadium könnte eine Progression der Krankheit verzögert oder gar verhindert werden. Vor die­
sem Hintergrund könnten Patienten mit BRAF-Mutation bereits in frühen und mittleren Stadien der Krank­
heit entscheidend von einer personalisierten Behandlung mit B-Raf Inhibitoren profitieren.
Gleichzeitig  scheint  die  V600E-Mutation  in  B-Raf  aber  nicht  das  volle  onkogene  Potenzial  eines 
hyperaktivierten PI3K/Akt-Signalwegs zu entfalten. Der relativ große Anteil von Patienten mit kolorektalem 
Karzinom,  die  parallel  zu  Mutationen  in  B-Raf  oder  K-Ras  eine  PIK3CA-Mutation  oder  eine  dazu 
weitgehend  äquivalente  PTEN-Inaktivierung  aufweisen,  lässt  auf  deutliche  Selektionsvorteile  doppelt 
mutierter Tumorzellen schließen131 132.
5.3   Therapeutische Optionen
Es wurde gezeigt, dass die beobachteten zellbiologischen Phänotypen der RKO Knockout-Klone die für 
Krebszellen  charakteristischen  Kompetenzen  an  mehreren  zentralen  Stellen  beeinflussen.  Durch  die 
herausragende  Bedeutung  der  nach  dem  BRAF-Knockout  differenziell  regulierten  Signalwege  lagen 
Konsequenzen für das Ansprechen auf klinisch etablierte Wirkstoffe nahe. 
Konventionelle Chemotherapeutika
Als  klassische  Chemotherapeutika  wurden  Crosslinker,  Taxane  und  Inhibitoren  des  Nukleinsäure-
Stoffwechsels an den Zellen getestet. Dabei traten keine Unterschiede in der Chemosensitivität zwischen 
RBW-1 und den  BRAF-mutierten Klonen auf. Auch wenn aus der klinischen Forschung und Anwendung 
bisher keine Korrelation dieser Wirkstoffe mit dem B-Raf Status der behandelten Tumoren bekannt ist, war 
die  durchgängig  gleiche  Sensitivität  der  Zellen  nicht  zwingend  zu  erwarten.  Offenbar  hat  das  B-Raf 
abhängige  Signaling der Zellen keinen relevanten Einfluss auf den Nukleinsäure-Stoffwechsel, die DNA-
Reparatur oder die strukturelle Organisation des Zytoskeletts.
EGFR-Antikörper
Durch aktivierende Mutationen im nachgeschalteten Signalweg, kann die Wirksamkeit einer Therapie, die 
auf der Inhibition des EGF-Rezeptors basiert, kompromittiert werden. Nach dem Knockout des onkogenen 
B-Rafs  wurde  der  Wachstums-Rezeptor  als  potentielles  therapeutisches  Ziel  in  den  RKO-abgeleiteten 
Klonen untersucht.
Zunächst  wurde beobachtet,  dass  als  Reaktion auf  die Inkubation mit  Serum-reduzierten Medium, die 
Expression des Rezeptors in allen Zellklonen hochreguliert war, um den Mangel an Wachstumssignalen 
auszugleichen. Dieser Mechanismus war in Wildtyp- und mutierten Zellen gleichermaßen intakt. Demnach 
wurde angenommen, dass der EGF-Rezeptor in RKO trotz  downstream liegender B-Raf Mutation einen 
limitierenden Faktor für die Proliferation darstellt. Folglich wurde für mutierte Zellklone eine nachweisbare 
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Sensitivität  auf  die  EGFR-Inhibition  erwartet,  und  für  RBW-1  eine  deutliche  Verschiebung  dieser 
Sensitivität in Richtung niedrigerer Konzentrationen.
Im Sensitivitäts-Assay für Cetuximab wurden diese Vermutungen widerlegt, indem keine der Zelllinien eine 
Sensitivität auf den Antikörper zeigte. Es wurden Konzentrationen von bis zu 1 g · L-1 eingesetzt, bei denen 
der Volumenanteil der Antikörperlösung im Zellkultur-Medium einen Wert von 20 % erreichte. Selbst in 
diesem  supratherapeutischen  Dosisbereich  wurde  nur  eine  kleine  Verminderung  der  Zellproliferation 
erreicht,  die  dem  Verdünnungseffekt  des  Nährmediums  zugeordnet  wurde.  Obwohl  der 
Wachstumsrezeptor unter Serummangel stärker exprimiert wurde, hatte dessen Inhibition keinen Effekt auf 
die Proliferation der Zellen. Zudem war der Knockout von B-RafV600E allein nicht ausreichend, um RKO auf 
die  EGFR-Therapie  mit  Cetuximab  zu  sensibilisieren.  Vielmehr  deutet  die  Aufrechterhaltung  der 
Proliferation  bis  in  die  höchsten  Dosisbereiche  an,  dass  die  Resistenz  im  verwendeten  Modellsystem 
vollständig unabhängig von B-Raf sein könnte.
Als mögliche Kandidaten für die Vermittlung dieser Resistenz sind in RKO außer BRAF die Gene NF1 und 
PIK3CA mutiert157. NF1 kodiert für Neurofibromin 1, das ein negativer Regulator der Ras-Kinaseaktivität ist 
und somit  upstream von  B-Raf  einen  Einfluss  auf  den  EGFR-Signalweg  ausübt.  Nachdem  in  der 
funktionellen Verifikation des Knockout-Modells  gezeigt  wurde, dass die Deletion der mutierten  BRAF-
Allele zu einer starken Abnahme des nachgeschalteten Signalwegs führt, scheidet die  NF1-Mutation als 
Vermittler der Cetuximab-Resistenz aus. Demnach ist anzunehmen, dass allein die aktivierende Mutation 
der PI3-Kinase in RKO für die Aufrechterhaltung der EGFR-unabhängigen Proliferation verantwortlich ist127. 
Hierdurch wird insbesondere mit Hinblick auf die Ergebnisse der Proliferationsassays, in denen gezeigt 
wurde,  dass  die  Proliferation  der  Zellklone  unter  optimalen  Bedingungen  unabhängig  von  B-RafV600E 
reguliert wird, die Rolle der PI3-Kinase für die Kontrolle des Zellwachstums unterstrichen158.
B-Raf Inhibitoren
Als weitere zielgerichtete Wirkstoffe wurden sogenannte Small Molecule Inhibitors gegen B-Raf eingesetzt. 
Durch  die  Bindung  an  Serumproteine  im  Zellkulturmedium  werden  in vitro typischerweise  große 
Substanzmengen für eine effektive Inhibition benötigt. In der Regel wird in solchen Fällen die verwendete 
Serumkonzentration  im  Nährmedium  herabgesetzt.  Da  ein  solches  Vorgehen  bei  den  verwendeten 
Zellklonen zu einer Verfälschung der Ergebnisse geführt hätte (siehe Abbildung 27), wurde stattdessen der 
eingesetzte  Konzentrationsbereich  in  Richtung  hoher  Konzentrationen  ausgedehnt.  Parallel  wurden  im 
Western-Blot die spezifische Inhibition der Mek 1/2- und Erk 1/2-Aktivität für die Substanzen überprüft. Die 
in den Chemosensitivitäts-Assays gefundenen Effekte konnten dadurch auf eine spezifische Unterdrückung 
des B-Raf Signals zurückgeführt werden.
Für Sorafenib als ersten klinisch eingesetzten Inhibitor gegen B-Raf wurde kein differenzielles Ansprechen 
zwischen Wildtyp- und V600E-mutierten Klonen gefunden. Nachdem Sorafenib im Vergleich mit modernen 
Inhibitoren ein unspezifisches Inhibitionsprofil aufweist, wurde der Wirkstoff im Western-Blot nicht weiter 
hinsichtlich der Aktivität des  MAPK-Signalwegs untersucht.
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In der Behandlung der Zellklone mit RAF265 zeigten RBW-1 ein tendenziell schwächeres Ansprechen. Der 
horizontale Abstand der Sensitivitätskurven auf Höhe des 50 %-igen Überlebens war jedoch sehr gering. 
Zudem zeigte RAF265 in den Phosphorylierungs-spezifischen Western-Blots für einige Zellklone einen nur 
schwachen Effekt auf Ebene von Erk 1/2.  Auch ohne klares Bild dieser  in vitro-Daten, ist  die  klinische 
Erprobung  dieses  Wirkstoff-Kandidaten  besonders  vielversprechend.  Durch  den  parallelen  Wirkmecha­
nismus einer  gleichzeitigen  Inhibition  des  Angiogenese-vermittelnden  VEGF-Rezeptors  könnte  RAF265 
synergistische  Effekte  über  die  eingeschränkte  Versorgung  der  Tumorzellen  erzielen13.  Die  weitere 
Untersuchung dieser Fragestellung sollte daher an Tumoren im Rahmen eines Tiermodells erfolgen.
Die Behandlung der Zellen mit Vemurafenib ergab eine deutliche Verschiebung der Sensitiviätskurve für 
RBW-1 in Richtung hoher Konzentrationen um einen Faktor von 1,8. Im Western-Blot konnte analog zu 
RAF265 eine klare Wirkung auf die Mek 1/2-Phosphorylierung, aber nur eine partielle Wirkung auf den 
weiteren B-Raf Signalweg nachgewiesen werden. Wie auch im Fall von RAF265 ist vorerst unklar, wodurch 
die teilweise Kompensation des Erk 1/2-Signalings verursacht wird. Zur Beantwortung dieser Fragestellung 
müsste die Aktivität zahlreicher Signalmoleküle analysiert werden, die für die Vermittlung eines kompensa­
torischen Effektes in Frage kommen. Als ein erster Ansatz für zukünftige Versuche bietet sich die Inhibition 
der hyperaktivierten PI3-Kinase in den korrespondierenden Zellklonen an. Für ein vergleichbares Targeting 
sowohl der Ras/Raf/Mek/Erk-, als auch der PI3K/Akt-Kaskade wurden bereits erste Daten publiziert159.
GSK2118436  zeigte  einen  starken  Proliferations-hemmenden Effekt  auf  Zellklone  mit  V600E-Mutation, 
während  RBW-1  erst  bei  deutlich  höheren  Konzentrationen  ansprachen.  Damit  konsistent,  wurde  im 
Western-Blot eine durchgängige Inhibition der B-Raf Signalkaskade auf Höhe von Mek 1/2 und Erk 1/2 
nachgewiesen. Der Effekt von GSK2118436 auf die Proliferation der Zellen konnte somit einer selektiven 
Reduktion der Kinase-Aktivität von B-RafV600E zugeordnet werden.
Als  Zulassungskandidat  gegen  BRAF-mutierte,  metastasierte  Melanome  wird  für  GSK2118436  in  der 
nächsten Zeit auch mit zunehmenden klinischen Daten für das kolorektale Karzinom gerechnet. Nach den 
vorliegenden  in vitro-Daten  verfügt  dieser  Inhibitor  über  ein  großes  therapeutisches  Potenzial, 
insbesondere zur Behandlung von Patienten mit Mutationen sowohl in BRAF, als auch in PIK3CA. Gerade 
in dieser Subpopulation könnte GSK2118436 entscheidende Vorteile gegenüber anderen Wirkstoffen auf­
weisen, nachdem Mutationen der PI3-Kinase als Vermittler einer Vemurafenib-Resistenz bekannt sind160 161.
Bei  den  Sensitivitäts-Analysen  mit  B-Raf  Inhibitoren  fiel  vor  allem  eine  Korrelation  der  Selektivität 
hinsichtlich  der  V600E-Mutation  mit  der  Entwicklungsgeneration  des  Wirkstoffs  auf.  Während  der 
unspezifische  Multikinase-Inhibitor  Sorafenib  keinen  differenziellen  Effekt  in  den  Knockout-Klonen 
erzeugte, zeigte RAF265 einen Trend für RBW-1. Eine deutlich niedrigere Proliferation in Zelllinien mit 
B-RafV600E wurde mit Vemurafenib und GSK2118436 erreicht. Damit wurde auf zellulärer Ebene gezeigt, 
dass  die  modernen  Wirkstoffe  eine  zielgerichtete  und  Mutations-spezifische  Wirkung  entfalten.  Diese 
Selektivität  wurde  zuvor  vor  allem  an  aufgereinigtem  rekombinantem  Protein  und  damit  außerhalb 
biologischer Systeme nachgewiesen162 14.
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Erweiterte Chemosensitivitäts-Assays
In zukünftigen Versuchen sollte das Spektrum der an den korrespondierenden Zellklonen getesteten thera­
peutischen Strategien auf kombinierte Regime wie FOLFIRI ausgeweitet werden. Zudem sollten einzelne 
Apoptose-induzierende Wirkstoffe mit einem der beiden wirksamen B-Raf Inhibitoren kombiniert werden. 
Nachdem gezeigt wurde, dass B-RafV600E Apoptose-Resistenz vermittelt, könnte das Ansprechen mutierter 
Zellen durch eine parallele therapeutische Strategie verbessert werden. Darüber hinaus erscheinen Kombi­
nationen aus PI3K-Inhibitoren und Vemurafenib oder GSK2118436 sinnvoll. Einerseits kann hierbei heraus­
gefunden werden, ob sich die Wirksamkeit von Vemurafenib durch das parallele Targeting auf das Niveau 
von GSK2118436 steigern lässt. Andererseits kann möglicherweise mit beiden B-Raf Inhibitoren ein additi­
ver Effekt durch die kombinierte Behandlung erzielt werden. Ein solcher Effekt sollte ggf. hinsichtlich einer 
möglichen Prävention oder Verzögerung der Metastasierung untersucht werden.
Analog zu den kombinierten Regimen konventioneller Chemotherapeutika wären in einem nächsten Schritt  
Kombination aus B-Raf Inhibitoren, PI3-Kinase Inhibitor und EGFR-Antikörper zu untersuchen. Nachdem 
dadurch  alle  relevanten  hyperaktiv-mutierten  Signal-Effektoren  gezielt  inhibiert  würden,  sollte  die 
Resistenz gegen EGFR-Inhibition aufgehoben sein und die Zellen vermehrt auf die Antikörper ansprechen.
Das  besondere  Potential  des  B-Raf  Inhibitors  RAF265  liegt  in  der  parallelen  Wirkungsweise  als 
Angiogenese-Hemmer. In einem entsprechenden Modell untersucht, könnten parallel die Kombinationen 
aus  einem  VEGFR-Antikörper  und  den  alternativen  B-Raf  Inhibitoren  Vemurafenib  und  GSK2118436 
analysiert und mit der Wirkung von RAF265 verglichen werden13.
5.4   Reproduktion des Knockout-Phänotyps durch RNAi
Nachdem die Transfektion mit siRNA nicht zur RNA-Interferenz in RKO eingesetzt werden konnte, wurden 
shRNA-Klone etabliert und auf den entscheidenden Ebenen des Signalwegs funktionell verifiziert. Sowohl 
RKO-E1,  als  auch  RBOW  reagierten  unter  der  BRAF-spezifischen  RNA-Interferenz  auf  Serummangel 
entgegen  der  Erwartung,  indem  die  apoptotische  Subpopulation  unter  Induktion  der  RNA-Interferenz 
reduziert wurde. Dieses Ergebnis steht sowohl mit den Beobachtungen aus dem Knockout-Modell, als auch 
mit publizierten Daten in Widerspruch163 164. Es kann anhand bekannter Signalwege nicht mechanistisch 
erklärt werden und stellt mit hoher Wahrscheinlichkeit ein Artefakt dar.
In dem beschriebenen Kontrast  wird erneut  das höhere Evidenzniveau genetischer Modelle gegenüber 
artifiziellen  Methoden deutlich.  Durch  den  homogenen Hintergrund  und  die  kontrollierte  Modifikation 
eines einzelnen Genlokus wird im  Somatic Cell  Gene Targeting ein Satz  genetisch korrespondierender 
Zellen hergestellt. Hingegen werden die Zellen zur Induktion von RNA-Interferenz je nach Methode durch 
Transfektion  oder  Doxycyclin-Stimulation  zusätzlich  beeinflusst  und  einem  gewissen  Maß  an  Stress 
ausgesetzt.  Knockout-Zellen  können  demgegenüber  ohne  weitere  Stressfaktoren  unter 
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Standardbedingungen  kultiviert  und  beobachtet  werden.  Das  Auftreten  von  Artefakten  und  off-target 
Effekten kann somit nahezu ausgeschlossen werden.
5.5   Tiermodelle
Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene Ansätze zur Erstellung eines B-RafV600E Tiermodells verfolgt. 
Trotz  der  grundlegend  verschiedenen  Strategien  konnte  mit  keiner  der  angewendeten  Methoden  ein 
genetisch manipulierter Mausstamm etabliert werden. Die Ursachen hierfür sind unklar und konnten auch 
nach intensiver Fehlersuche und mit Hilfe erfahrener Tiermediziner nicht ermittelt werden.
Für die zukünftige in vivo-Untersuchung der in den RKO-Klonen gefundenen Phänotypen muss daher auf 
bereits existierende Modelle zurückgegriffen werden. Nachdem bereits in den nicht-genetischen in vitro-
Modellen  Artefakte  aufgetreten  sind,  sollte  bei  der  Auswahl  des  Tiermodells  auf  ein  möglichst 
physiologisches Setup zurückgegriffen werden. Als ein in dieser Hinsicht besonders elegantes System ist 
die  LSL-BrafV600E-Mauslinie  etabliert  worden,  bei  der  auf  einem  endogenen  Braf-Allel  eine  V600E-
äquivalente Mutation induziert werden kann165.
5.6   Spleißen
5.6.1  Neue BRAF-Spleißvarianten
Bei Klonierungsarbeiten wurde eine in Exon 14 und Exon 15 deletierte Variante der BRAF-mRNA parallel 
zu  deren  Erstbeschreibung  entdeckt,  deren  Anteil  in  RKO  bei  über  5 %  lag.  Die  Autoren  der 
Originalpublikation konnten die neue Isoform in verschiedenen Zelllinien, nicht aber in RKO nachweisen80. 
Die  dabei  verwendete  Methode  hochauflösender  Schmelzkurven  ist  demnach  der  hier  eingesetzten 
Klonierung und Sequenzierung von cDNA-Amplifikaten hinsichtlich ihrer Sensitivität deutlich unterlegen.
Neben der inzwischen publizierten Isoform wurden drei weitere Transkript-Varianten in RKO entdeckt. 
Während diese im Gegensatz zur deletierten Isoform zusätzliche Sequenzen auf mRNA-Ebene aufweisen, 
waren alle alternativen B-Raf Varianten auf Proteinebene C-terminal verkürzt. Die neu entdeckten Exons 
wurden dabei von AG- und GT-Sequenzen flankiert, die beim Spleißen als Akzeptor bzw. Donor fungieren. 
Die zugehörigen Introns weisen darüber hinaus einen Polypyrimidin-Trakt und ein Adenosin auf, das als 
Branch-Point dienen  kann.  Somit  sind  alle  Schlüsselmotive  des  klassischen  GT-AG-Typs  eines  Introns 
vorhanden. Diese Sequenzen liegen gleichsam in der Sequenz des humanen Referenz-Genoms vor. Daher 
ist es naheliegend, dass die drei zusätzlichen Exons auch in anderen Zelltypen und Geweben in einem 
relevanten Anteil der BRAF-Transkripte auftreten.
Allen alternativ  gespleißten Transkripten fehlen Informationen für  hochkonservierte  Strukturmotive  zur 
ATP-Bindung und Transaktivierung. Der Translationsabbruch findet jeweils kurz vor oder innerhalb der 
Kinase-Domäne statt.  Für die Deletionsvariante und Transkripte mit Exon 15a, Exon 16a und Exon 16b 
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werden die ersten 1 700 bis 2 000 Nukleotide der BRAF-CDS translatiert. Im Western-Blot konnte gezeigt 
werden, dass von keiner der Isoformen eine Aktivierung des nachgeschalteten Signalwegs ausging.
Unter der Annahme,  dass die alternativen Isoformen auch unter physiologischen Bedingungen korrekt 
gefaltet  werden  und  stabil  sind,  würde  eine  RKO-Zelle  insgesamt  etwa  9 %  inaktives  B-Raf  Protein 
enthalten.  Nachdem  Seth  et al. die  Deletionsvariante  in  verschiedenen  Zelllinien,  nicht  aber  in  RKO 
nachweisen konnten,  könnten andere Zelltypen über wesentlich mehr Kinase-inaktives B-Raf  verfügen. 
Falls die Zellen den Anteil dieser Transkripte durch eine Beeinflussung des Spleißvorgangs kontrollieren 
können, besteht darin möglicherweise ein Kontrollmechanismus für die Aktivität des EGFR-Signalweges. 
Ähnlich den Decoy-Rezeptoren, die als eine Art Attrappe Liganden binden ohne das entsprechende Signal 
zu transduzieren, könnten die verkürzten B-Raf Moleküle Ras-Bindungs-Ereignisse und damit ein gewisses 
Maß an Ras-Aktivität absorbieren. Dadurch würde das Phosphorylierungs-Potential der Ras-Kinasen nicht 
mit vollem Wirkungsgrad auf die unteren Ebenen der Signalkaskade weitergeleitet. Je nach Ausmaß des 
alternativen Spleißens könnten die Zellen so ihre Sensitivität auf Ras-vermittelte EGF-Signale regulieren.
Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine noch unbeschriebene genetische Mutation im  BRAF-Gen entdeckt, 
die keine Mutation auf Aminosäure-Ebene nach sich zog, aber die Zuordnung verkürzter Transkripte zum 
jeweiligen Ursprungs-Allel ermöglichte. Dadurch konnte einerseits gezeigt werden, dass alle drei  BRAF-
Allele  in  RKO  gleich  stark  exprimiert  wurden.  Eine  Regulation,  die  über  die  Allel-Duplikation  durch 
Aneuploidie  hinausging,  fand  nicht  statt.  Außerdem  konnte  durch  die  Punktmutation  nachgewiesen 
werden, dass, anders als bisher vermutet, die Entstehung alternativer Transkripte nicht vom Mutations­
status des Allels abhängig ist80.
5.6.2  Mechanistische Unterschiede im Spleißen von BRAF
Eine kürzlich veröffentlichte Arbeit  zur Entwicklung von Resistenzen gegen B-Raf Inhibitoren erweckte 
große Aufmerksamkeit  für  p61-BRAF(V600E),  eine neuartige  BRAF-Spleißvariante81.  Einige N-terminale 
Exons waren sowohl  ex vivo in Proben aus Vemurafenib-resistenten Tumoren, als auch in Einzelklonen 
einer Melanom-Zelllinie mit erworbener Resistenz nachweisbar. Verschiedene Befunde der Originalarbeit 
sprechen  für  eine  quantitative  Transkription  der  Variante  vom  mutierten  BRAF-Allel.  Zum  einen  trat 
p61-BRAF(V600E) im Gegensatz zu den zuvor beschriebenen Proteinvarianten in gleichen oder größeren 
Mengen auf als das nicht verkürzte Protein. Zum anderen entwickelte sich die neue Isoform ausschließlich 
vom mutierten BRAF-Allel. Und schließlich resultierte die RNA-Interferenz gegen die verkürzte Kinase in 
einer verminderten Mek 1/2-Phosphorylierung und weiteren Wachstums-Effekten,  während RNAi gegen 
die Konsensus-Sequenz keine Veränderungen hervorrief. Demnach muss angenommen werden, dass alle 
Transkripte, die in den betroffenen Zellen aus dem onkogen mutiertem Allel entstanden, die N-terminale 
Deletion aufwiesen.
Anhand  dieser  Ergebnisse  können  die  Spleißvarianten  des  BRAF-Gens  in  zwei  grundsätzlich 
unterschiedliche Kategorien eingeteilt werden. Dabei wird die Einschätzung der Autoren, dass es sich bei 
p61-BRAF(V600E)  tatsächlich  um  eine  Spleißvariante  handelt  und  nicht  um  eine  durch  Deletion 
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genomischer Sequenzen entstandene Mutante, unter Vorbehalt übernommen. Ein Nachweis dafür wurde 
bisher nicht publiziert und steht möglicherweise noch aus.
Der  quantitativen  Expression  eines  BRAF-Allels  als  alternative  Isoform  müssen  starke  regulatorische 
Ursachen  zu  Grunde  liegen.  Die  nachhaltige  Veränderung  einzelner  für  das  Spleißen  essentieller 
Konsensus-Motive ist  eine mögliche Erklärung für dieses Phänomen.  Nachdem Poulikakos  et al. keine 
Aussagen zur Reversibilität des alternativen Spleißens nach Beendigung des Selektionsdruckes machen, 
können  intensive  epigenetische  Veränderungen  nicht  als  Ursache  ausgeschlossen  werden.  Ungleich 
wahrscheinlicher ist jedoch die Entstehung der Spleißvariante durch genetische Mutationen in funktionalen 
Sequenzmotiven wie Spleiß-Donoren oder -Akzeptoren.
Beim klassischen Typ des alternativen Spleißens entsteht ein grundsätzlich anderes Verteilungsmuster der 
Proteinvarianten als  für  p61-BRAF(V600E)  beschrieben  wurde.  Dabei  werden  die  Vorläufer-RNAs  aller 
Allele zu einem gewissen Anteil abweichend gespleißt. Analog einem Hintergrundrauschen entstehen die 
alternativen Transkripte neben der Konsensus-mRNA.
Zunächst wurde vermutet, dass die in Exon 14 und Exon 15 deletierte B-Raf Variante ausschließlich von 
Wildtyp-Allelen hervorgebracht wird80.  Im Gegensatz dazu konnte im Rahmen dieser Arbeit zweifelsfrei 
gezeigt  werden,  dass  die  Transkripte  der  71,2 kDa-Variante  unabhängig  vom  BRAF-Mutationsstatus 
gebildet  werden.  Somit  entstehen  alle  hier  untersuchten  BRAF-Spleißvarianten  durch  klassisches 
Hintergrund-Spleißen.
Sowohl durch diesen Befund, als auch hinsichtlich der ungeklärten Klassifikation von p61-BRAF(V600E) als 
Spleißvariante bleibt es fraglich, ob im  BRAF-Genlokus tatsächlich ein neuartiges Mutations-abhängiges 
Prinzip des alternativen Spleißens vorliegt, wie es durch die genannten Arbeiten nahegelegt wird.
5.7   Cdh1-Modell
Die Rolle von E-Cadherin in der intestinalen Homöostase wurde in einem konditionalen Knockout-Tiermo­
dell untersucht. Aufgrund seiner Funktion als Zellkontakt-vermittelndes Strukturprotein wird für E-Cadhe­
rin ein Beitrag zur physischen Barrierefunktion des Darmepithels vermutet. Dieser Zusammenhang wurde 
bereits während der experimentellen Phase durch eine hohe Sensibilität der  Cdh1-defizienten Tiere auf 
Veränderungen des Flüssigkeitshaushalts abgebildet. Im Folgenden wurden sowohl epitheliale Effekte, als 
auch die Bildung von Entzündungen im Darm der Tiere histologisch untersucht. Ein weiterer Schwerpunkt 
war der Einfluss von E-Cadherin auf die Sekrektion bakterizider Peptide in der Darmschleimhaut.
Im  Tierversuch  kam  es  durch  intensive  Tamoxifengaben  zum  Exitus,  während  die  Versuchstiere  mit 
milderen Rekombinationsprotokollen überlebten. Offenbar kam es durch die Behandlung in sehr kurzen 
Intervallen  zu  einer  nahezu  vollständigen  Rekombinierung,  und  in  der  Folge  zu  einem  erheblichen 
Wasserverlust durch blutige Diarrhö, der für die Mäuse tödlich war. Nach einer zeitlichen Entzerrung der 
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Tamoxifen-Injektionen konnte ein nicht letaler Phänotyp erreicht werden. Aufgrund der hohen Proliferation 
im Darmgewebe war die intestinale Architektur dabei weniger stark von strukturellen Defekten betroffen.
Trotz  der  hohen  Regenerationsfähigkeit  des  Darmes  und  der  weitgehenden strukturellen  Integrität  im 
milden Setup konnten eindeutige Effekte in der Zelldifferenzierung beobachtet werden. Davon waren vor 
allem die Defensin-sekretierenden Paneth-Zellen betroffen, die nicht mehr in voller Anzahl ausreiften und 
darüber hinaus nicht ihr volles Sekretionspotential  erreichten.  Daneben wurden in weiteren Versuchen 
auch  Hinweise  auf  Veränderungen  der  Becherzell-Differenzierung  gefunden128.  Paneth-Zellen  und 
Becherzellen werden im adulten Organismus aus den gleichen Vorläuferzellen des endokrinen Systems 
gebildet166. Somit konnte nachgewiesen werden, dass E-Cadherin für die Differenzierung und Ausreifung 
sekretierender intestinaler Zellen essentiell ist.
Als Folge der verminderten Sezernierung antibakterieller Peptide kam es in E-Cadherin defizienten Tieren 
zu einer vermehrten Invasion von Bakterien.  Die Mucine bzw. Defensine sind Teil  der antibakteriellen 
Barriere  im Darm,  mit  der  sich der  Organismus vor  Infektionen  schützt.  Der  Rekombinase-vermittelte 
Cdh1-Knockout allein war insbesondere im milden Tamoxifen-Protokoll nicht ausreichend, um eindeutige 
inflammatorische Reaktionen im Darm der Tiere hervorzurufen.
Um ausschließen zu können, dass das Fehlen entzündlicher Reaktionen auf histologischer Ebene durch die 
spezifisch-pathogenfreien  Haltungsbedingungen  hervorgerufen  wurde,  wurde  ein  Langzeit-Versuch  mit 
chronischen Schädigungen durch regelmäßige Tamoxifen-Gaben in einem Tierstall niedrigeren Standards 
durchgeführt.
Durch einen zeitweiligen Befall der Tiere mit Darmparasiten konnte in diesem Versuch der Zusammenhang 
zwischen  Cdh1-Defizienz und der erhöhten Sensibilität auf Störungen des Flüssigkeitshaushaltes belegt 
werden. Durch die Gabe von Metronidazol über das Trinkwasser und dem damit einhergehenden bitteren 
Geschmack nahmen die Tiere beider Gruppen weniger Flüssigkeit  auf.  Durch die vom  Cdh1-Knockout 
hervorgerufene  Beschädigung  des  Darmepithels  kam  es  in  Verum-Tieren  zu  einem  verstärkten 
Wasserverlust über den Darm und einer rapiden Gewichtsabnahme. Im Allgemeinen können Infektionen, 
die während der Experimentalphase von Tierversuchen auftreten, die wissenschaftliche Aussagekraft von 
Daten  aus  Tierversuchen  erheblich  einschränken167.  Doch  wurden  in  diesem  Fall  gerade  durch  die 
differenzielle Reaktion der Versuchstiergruppen auf eine ungeplante Infektion bzw. deren Behandlung klare 
Belege für einen grundsätzlichen Phänotyp erhalten.
Wie  bereits  in  den  vorangegangenen  Versuchen,  wurden  jedoch  auch  hier  keine  Anzeichen  einer 
Entzündung in den Versuchstieren gefunden. Dieses Ergebnis deckt sich mit einer aktuellen Studie, nach 
der  Umweltbedingungen  und  Hygienefaktoren  eine  untergeordnete  Rolle  für  entzündliche  Darm­
erkrankungen spielen168.
Die Expression von Wildtyp E-Cadherin kann vor Colitis und inflammatorisch induzierter Karzinogenese 
schützen169 170.  Gleichzeitig  sind  Polymorphismen  im  CDH1-Gen  mit  Morbus  Crohn  assoziiert171. 
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Andererseits rief in dieser Arbeit der Verlust des Strukturproteins ohne weitere Behandlung der Tiere zwar 
morphologische  Schädigungen,  aber  keine  Entzündungsreaktionen  im  Darm der  Versuchstiere  hervor. 
Demnach scheinen für die Entstehung entzündlicher Darmerkrankungen mehrere Faktoren nötig zu sein. 
Um  die  Villin-Cre-ERT2;Cdh1fl/fl Mauslinie  als  Modellsystem zur  Untersuchung  dieser  Erkrankungen  zu 
etablieren, müssen demnach weitere Risikofaktoren im Tierversuch simuliert werden. In einem weiteren 
Versuch wird aktuell die Suszeptibilität der  Cdh1-Knockout Mäuse gegenüber der chemischen Induktion 
einer Colitis untersucht. Besonderes Augenmerk wird dabei auf eine mögliche Heilung oder chronische 
Entwicklung der Krankheit nach der Gabe von Natrium-Dextransulfat (DSS) gelegt. Erste Daten bestätigen 
bereits die Beobachtung, dass Tiere ohne E-Cadherin im Fall einer entzündlichen Darmerkrankung mit 
einem sowohl schnelleren, als auch höheren Gewichtsverlust reagieren als Kontrolltiere (172).
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6    Summary
6.1   V600E mutation of B-Raf
In order to establish a genetic model of B-RafV600E mutated colorectal cancer cells and corresponding wild-
type tumor cells, the method of somatic cell gene targeting was successfully applied for the first time in 
Germany.  Using  this  approach  it  was  demonstrated  that  RKO  cells  show  an  oncogene  addiction  for 
B-RafV600E. Furthermore, self-sufficiency of growth signals and resistance against apoptosis were found to 
be B-RafV600E dependent effects. Moreover, contact inhibition of proliferation was found in RBW-1 wild-type 
cells while it was abrogated in V600E mutated cell clones by an increased phosphorylation of Akt kinase.
Therefore, four crucial hallmarks of cancer were dependent on the B-RafV600E mutation. Presumably due to a 
mutation of PI3 kinase in RKO cells other oncogenic mechanisms were still intact in RBW-1 wild-type cells.  
Namely the high proliferation rates under optimal conditions and the increase of EGFR expression under 
serum deprivation were independent from BRAF mutation status. Additionally,  BRAF wild-type cells kept 
their immortality and still showed no relevant amount of cellular senescence.
6.2   Alternative splicing of BRAF transcripts
New splicing variants of the BRAF gene were found and characterized. The correspondent gene products 
showed no kinase activity and were detectable in amounts that indicate a physiological role. New insights 
into the allelic origin of alternative isoforms have been gained facilitating the interpretation of published 
data.
6.3   E-Cadherin in intestinal homeostasis
It has been shown that E-Cadherin mediated cell-cell contacts are essential for the epithelial contribution of 
the intestinal barrier. Moreover, the role of E-Cadherin in the maturation of secreting cells in the intestine 
was determined, elucidating a crucial role in the defense against bacterial invasion.
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7    Zusammenfassung
7.1   V600E-Mutation in B-Raf
Für ein genetisches Modell B-RafV600E-mutierter Darmkrebszellen und korrespondierender Wildtyp-Zellen 
wurde erstmalig in Deutschland das  Somatic Cell Gene Targeting eingesetzt. Dabei konnte demonstriert 
werden, dass RKO eine Oncogene Addiction bezüglich der BRAF-Mutation aufweist. Als weitere B-RafV600E-
abhängige  Effekte  wurden  die  Selbstversorgung  mit  Wachstumssignalen  (Self-Sufficiency  of  Growth 
Signals) und die Resistenz gegen Apoptose in dem Modell festgestellt. Darüber hinaus war die proliferative 
Kontaktinhibition in V600E-mutierten Klonen durch eine verstärkte Akt-Phosphorylierung aufgehoben und 
wurde nach Knockout der mutierten Allele im Wildtyp-Zellklon RBW-1 wieder hergestellt.
Somit  konnten  vier  zentrale  Merkmale  der  Onkogenität  dem mutierten  B-RafV600E zugeordnet  werden. 
Andere onkogene Mechanismen waren dagegen vermutlich aufgrund einer Mutation der PI3-Kinase auch 
in  BRAF-Wildtyp-Zellen noch intakt. So waren das Wachstum unter guten Kulturbedingungen und eine 
verstärkte  Expression  des  EGF-Rezeptors  unter  Mangelbedingungen  nicht  vom  BRAF-Mutationsstatus 
abhängig.  Außerdem  behielten  Wildtyp-Zellen  ihre  Immortalisierung  bei  und  zeigten  weiterhin  kein 
relevantes Auftreten von Seneszenz.
7.2   Spleißen von BRAF-Transkripten
Es  wurden  neue  Spleißvarianten  des  BRAF-Gens  gefunden  und  basal  charakterisiert.  Die  alternativen 
Transkripte  zeigten  keine  Kinase-Aktivität  und  waren  in  einem  Ausmaß  nachweisbar,  das  eine 
physiologische Bedeutung vermuten lässt. Hinsichtlich der Herkunft-Allele alternativer Isoformen und den 
Ursachen für das Auftreten alternativen Spleißens wurden neue Erkenntnisse gewonnen, die zudem die 
Interpretation publizierter Daten erleichtern.
7.3   E-Cadherin in der intestinalen Homöostase
Es  wurde  gezeigt,  dass  die  durch  E-Cadherin  vermittelten  Zellkontakte  essentiell  für  die  epitheliale 
Komponente der intestinalen Barriere sind. Darüber hinaus wurde der Einfluss von E-Cadherin auf die 
Ausreifung sekretierender Zellen im Darm ermittelt und damit ein weiterer entscheidender Mechanismus 
der Abwehr bakterieller Invasionen aufgeklärt.
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9    Materialien und Software
9.1   Puffer und Lösungen
Angegeben werden die Zusammensetzungen der verwendeten Puffer und Lösungen, soweit diese nicht 








ad pH = 7,4 HCl
1 % Triton X-100









100 000 units · L-1 Penicillin














0,1 % Triton X-100
50 mg · L-1 Propidiumiodid
ad pH = 7,4 Citronensäure
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Ponceau S-Lösung
5 % Essigsäure





ad pH = 8,0 HCL











5 mM Kaliumhexacyanoferrat (II)
5 mM Kaliumhexacyanoferrat (III)
2 mM Magnesiumchlorid




pH = 6,0 kontrollieren
Methylenblau-Lösung
0,6 g · L-1 Methylenblau
60 mL Glutaraldehyd-Lösung (25 % in Wasser)







ad pH = 6,8 HCl
Laufpuffer (SDS-PAGE)
14,4 g · L-1 Glycin
3,02 g · L-1 Tris
1 g · L-1 Natriumdodecylsulfat
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Transferpuffer (Western-Blot)
14,4 g · L-1 Glycin
3,02 g · L-1 Tris
10 Vol-% Methanol
Azokarminrot-Färbelösung
1,0 g · L-1 Azokarmin G
Aufkochen und abkühlen lassen
Durch ein Papierfilter filtrieren
1 Vol-% Essigsäure
9.2   Verbrauchsmaterial
Verbrauchsmaterial Labor
Alle üblichen Laborchemikalien wurden über die Firmen Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe und Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Steinheim bezogen. Reaktionsgefäße und Kunststoff-Verbrauchsmaterial stammten 
von Sarstedt AG & Co, Wiehl, Eppendorf AG, Hamburg, sowie BD Biosciences, Heidelberg.
Verbrauchsmaterial Zellkultur
Zellkulturreagenzien, -medien und -supplemente wurden bei PAA Laboratories GmbH, Cölbe geordert, mit 
Ausnahme  von  Lipofectamine  2000  und  OPTI-MEM (beide  von  Life  Technologies  GmbH,  Darmstadt). 
Kunststoffmaterialien für die Zellkultur wurden von TPP Techno Plastics Products AG, Trasadingen CH, von 
BD  Biosciences,  Heidelberg  und  von  Orange  Scientific  n.v./s.a.,  Braine-l‘Alleud  B  bezogen.  Die 
verwendeten  Antibiotika  stammten  von  PAA  Laboratories  GmbH,  Cölbe  (Hygromycin B,  G418-Sulfat), 
Invivogen, Toulouse F (Blasticidin, Zeocin) und Carl Roth GmbH + Co KG (Ampicillin, Kanamycin).
Enzyme
Enzymatische Reagenzien für molekulare Klonierungen wurden überwiegend bei  Fermentas GmbH, St.  
Leon-Rot bestellt. Die Restriktionsendonuklease PacI wurde von New England Biolabs GmbH, Frankfurt am 
Main bezogen. Für die PCR wurden Polymerasen von Nippon Genetics Europe, Düren (KAPA Taq, KAPA 
Extra-Taq),  Biozym  Scientific,  Hessisch  Oldendorf  (Finnzymes  Phusion  HotStart  Polymerase),  Agilent 
Technologies, Waldbronn (Stratagene Paq5000 DNA-Polymerase) und Qiagen, Hilden (Qiagen HotStar Taq 
Polymerase) eingesetzt.
Wirkstoffe
Konventionelle Chemotherapeutika und Cetuximab-Lösung wurden in der Klinikapotheke des Klinikums 
der Universität München, Campus Großhadern direkt vor Versuchsbeginn zubereitet.
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GSK2118436 (alte Bezeichnungen: BCP0236, SB-590885) wurde von GlaxoSmithKline LLC, Collegeville 
USA bereitgestellt und bei -20°C in DMSO gelagert.
RAF265  (alte  Bezeichnung:  CHIR-265)  und  Vemurafenib  (alte  Bezeichnungen:  PLX4032,  RG7204, 
RO5185426) wurden über die Absource Diagnostics GmbH, München von Selleck Chemicals LLC, Boston 
USA bezogen und nach Lösen in DMSO bei -20°C gelagert.
9.3   Antikörper
BD Pharmingen, BD Biosciences, Heidelberg
Cytochrom C Artikel-Nr.: 556433
BD Transduction Laboratories, BD Biosciences, Heidelberg
p21Cip1 Artikel-Nr.: 610233
E-Cadherin Artikel-Nr.: 610181
Cell Signaling Technology, New Englang Biolabs GmbH, Frankfurt am Main
pan Akt (total Akt) Artikel-Nr.: 4691
phospho-Akt (T308) Artikel-Nr.: 2965
phospho-Akt (S473) Artikel-Nr.: 4060
B-Raf Artikel-Nr.: 9434
Caspase 3 Artikel-Nr.: 9665
Caspase 8 Artikel-Nr.: 9746
pan Erk 1/2 (total Erk 1/2) Artikel-Nr.: 4695
phospho-Erk 1/2 (T202/185, Y204/187) Artikel-Nr.: 4370
pan Mek 1/2 (total Mek 1/2) Artikel-Nr.: 9122
phospho-Mek 1/2 (S218/222, S222/226) Artikel-Nr.: 9121
GE Healthcare UK Limited, Little Chalfont UK
ECL Anti-mouse IgG, Horseradish Peroxidase linked whole Antibody (from sheep) Artikel-Nr.: NA931V
ECL Anti-rabbit IgG, Horseradish Peroxidase linked whole Antibody (from donkey) Artikel-Nr.: NA934V
Santa Cruz Biotechnology, Inc., Heidelberg
EGFR (1005) Artikel-Nr.: sc-03
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MP Biomedicals, Solon USA
Actin Monoclonal Antibody Artikel-Nr.: 08691001
9.4   Oligonukleotide
RNA
Zur RNA-Interferenz wurden siRNA-Sequenzen aus dem siGENOME-Programm von Dharmacon Products, 
Thermo Fisher Scientific, Lafayette USA eingesetzt. Die Sequenzen siBRAF-01 und siBRAF-05 entsprechen 
den Katalognummern D-003460-01 bzw. D-003460-05.
DNA
Alle  DNA-Oligonukleotidsequenzen  und  deren  Eigenschaften  wurden  über  den  Onlinedienst  Primer3 
(http://frodo.wi.mit.edu/primer3/) erstellt und berechnet. Die lyophilisierten Oligonukleotide wurden über 
die Metabion International AG in 82152 Martinsried bezogen, in vollentsalztem Wasser ad 100 mM gelöst 





























9.5   Software
Zur Auswertung und Verarbeitung der experimentellen Daten wurden hauptsächlich die Anwendungen für 
Tabellenkalukation, Textverarbeitung- und Präsentationen aus den Softwarepaketen Microsoft Office 2003 
und  LibreOffice  3.4.2,  sowie  die  Bildbearbeitungsprogramme  Photoshop  (Version  7.0.1)  und  Gimp 
(Versionen 2.1 bis 2.6) eingesetzt.
Daneben  wurden  bei  quantitativer  PCR  und  Durchflusszytometrie  sowohl  Geräte-spezifische 
Softwareprodukte (realplex 2.0 und Rotor-gene 6.0, bzw. CellQuest Pro 4.0.2 und CFlow Plus 1.0.227.4) als 
auch Chromas Lite 2.01, Serial Cloner (Versionen 1.2 und 2.1) und Flowing Software (Versionen 1.6 und 
2.1) verwendet. Weiter wurden die Online-Applikationen ClustalW2, Primer3, RepeatMasker, NCBI Blast 
Align2Sequences  und  der  Finnzymes  PCR  Fidelity  Calculator,  sowie  die  Toolbox-Funktionen  unter 
www.test-tube.info benutzt.
9.6   Datenbanken
Genomische  Nukleotidsequenzen  wurden  der  EnsEMBL-Datenbank  des  EMBL  entnommen  und  in 
Einzelfällen  mit  den  Datensätzen  des  Genome  Browser  der  University  of  California,  Santa  Cruz 
abgeglichen.
Als Quelle für Transkript- und primäre Proteinsequenzen wurden die Bereiche Nucleotide und Protein der 
NCBI-Homepage genutzt. Die zugehörigen Informationen über natürliche Variationen und beschriebene 
Mutationen wurden der UniProt-Datenbank entnommen.
Für  Literaturrecherchen  standen  PubMed  (NCBI)  und  der  Online-Katalog  der  Universitätsbibliothek 
München zur Verfügung.
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10    Verwendete Einheiten
In der Regel wurden für messbare Parameter bevorzugt SI-Einheiten angegeben. In einigen Fällen wurde 
aufgrund fachspezifischer Konventionen von den Empfehlungen des Internationalen Büros für Maß und 
Gewicht (BIPM) abgewichen.
Die  Massen  von  Proteinen  und  Polypeptiden  wurden  in  Kilodalton  (kDa)  angegeben.  Dabei  gilt: 
1 kDa = 1 000 u (units) und 1 u = 1,660 538 921 · 10-27 kg.
Stoffmengen wurden in Mol mit 1 mol = 6.022 141 29 · 1023 angegeben. Konzentrationen wurden molar mit 
1 M = 1 mol · L-1 oder als Massenkonzentration g · L-1 angegeben.
Die Länge von Oligo- und Polynukleotiden wurde in Basenpaaren (bp) angegeben. Die Angabe erfolgte 
unabhängig davon, ob es sich um einzel- oder doppelsträngige Nukleinsäuren handelt. Die Tatsache, dass 
die Basen in einzelsträngige RNA oder DNA nicht gepaart vorliegen wurde dabei ignoriert.
Prozentangaben wurden kontextabhängig angegeben. Bei Lösungsbestandteilen steht % für die Masse pro 
Volumen und Vol-% für den Volumenanteil. Im Zusammenhang mit Zellkultivierung wurde die Konfluenz 
als prozentuale Abdeckung der Fläche eines repräsentativen Gesichtsfeldes angegeben.
Bei  Zentrifugationen  wurde  die  relative  Zentrifugalbeschleunigung  (RZB)  als  vielfaches  der 
Erdbeschleunigung mit 1 RZB = 9,81 m · s-2 angegeben.
Zur nachvollziehbaren Quantifizierung von Bakterien wurde die Anzahl an koloniebildenden Einheiten CFU 
(colony-forming  units)  bestimmt.  Dazu  wurde  ein  definiertes  Volumen  der  Bakteriensuspension 
stufenweise verdünnt und auf LB-Agarplatten ausgestrichen. Nach etwa 20 Stunden Inkubation wurden die 
mit  bloßem  Auge  sichtbaren  Kolonien  gezählt  und  entsprechend  der  Verdünnungsreihe  auf  die 
Ursprungskonzentration normalisiert.
11    Rechtlicher Hinweis
Zugunsten einer besseren Lesbarkeit  wurden Warenzeichen und Markennamen nicht  explizit  kenntlich 
gemacht. Alle Markennamen und eingetragenen Warenzeichen sind Eigentum ihrer rechtmäßigen Besitzer 
und dienen hier nur der Beschreibung.
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12    Abkürzungen
Aufgeführt  werden  fachspezifische  Abkürzungen  und  Abkürzungen  von  Eigennamen,  soweit  diese 
sprachlich nicht allgemeine Gültigkeit besitzen.
5-FU 5-Fluoruracil
AAV Adeno-assoziiertes Virus
AAVS1 Adeno-associated Virus Site 1
AJCC American Joint Committee on Cancer
Akt v-Akt Murine Thymoma Viral Oncogene Homolog 1
ASCO American Society of Clinical Oncology
BGH Bovine Growth Hormone, Gen für ein Wachstumshormon aus Rindern
BIPM Bureau International des Poids et Mesures
bla beta-Lactamase, Resistenzgen gegen Ampicillin
BLAST Basic Local Alignment Search Tool
bp Basenpaare, Einheit zur Längenangabe von Nukleinsäure-Sequenzen
BRAF/B-Raf v-Raf Murine Sarcoma Viral Oncogene Homolog B1
BSA bovines Serumalbumin
cDNA copy-DNA, durch reverse Transkription aus mRNA gewonnene DNA
CDS Coding Sequence, kodierende Sequenz ohne Introns
CFU Colony Forming Unit
CIMP CpG-Insel Methylierungsphänotyp
CIMP-high Phänotyp mit starker Methylierung
CIMP-low Phänotyp mit schwacher Methylierung
CIMP-negative CIMP negativ, keine Methylierung der CpG-Inseln
CIN chromosomale Instabilität
CpG Cytosin-phosphatidyl-Guanosin
CYP2C8 Cytochrom P450 family 2 member C8
del Deleted, durch Knockout deletiertes Allel (in Abbildungen als „-“ dargestellt)
DKFZ Deutsches Krebsforschungszentrum der Helmholtz Gemeinschaft, Heidelberg
DMEM Dulbecco‘s Modified Eagle‘s Medium
DMSO Dimethylsulfoxid
DSS Natrium-Dextransulfat
EGF Epidermal Growth Factor, epidermaler Wachstumsfaktor
EGFR Epidermal Growth Factor Receptor, EGF-Rezeptor
EMBL European Molecular Biology Laboratory
EMT Epitheliale mesenchymale Transistion
Erk Extracellular Regulated-Signal Kinase
ES-Zellen Embryonale Stammzellen
FASTA Dateiformat der Software FAST-All für Nukleinsäure- und Protein-Sequenzdaten
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FBS Fetal Bovine Serum, fetales Kälberserum
FELASA Federation of European Laboratory Animal Science Associations
FGFR Fibroblast Growth Factor Receptor
floxed Flanked by loxP, von loxP-Sequenzen flankiertes Gen
FOLFIRI Therapieschema aus Folinsäure, 5-Fluoruracil und Irinotecan
FOLFOX Therapieschema aus Folinsäure, 5-Fluoruracil und Oxaliplatin
FW Forward, für Oligonukleotid-Primer in Richtung 5‘ 3‘→
HA Homologiearm
HE Hämatoxylin-Eosin-Färbung
IRES Internal Ribosomal Entry Site
JNK Jun N-terminal Kinase
KRAS/K-Ras V-Ki-ras2 Kirsten Rat Sarcoma Viral Oncogene Homolog
LB Nährmedium nach Luria und Bertani
LHA Linker Homologiearm
MAPK MAP-Kinase, Mitogen-Activated Protein Kinase
MCS Multiple Cloning Site, Polylinker
Mek Meiosis Specific Protein Kinase





MSS Mikrosatelliten stabil, keine Mikrosatelliten-Instabilität
mTOR Mammalian Target of Rapamycin
mTORC mTOR-Komplex
NCBI National Center for Biotechnical Information
onc oncogene, eine onkogene Mutation tragend
pA Polyadenylierungssequenz
PAS Periodic Acid-Schiff, histologische Anwendung des Schiffschen Reagenz
PBS Phosphate-Buffered Saline
PCR Polymerase Chain Reaction, Polymerase-Kettenreaktion
PDGFR Platelet-Derived Growth Factor Receptor
PEI Polyethylenimin
PGK Promotor des Phosphoglyceratkinase-Gens aus Hefe (S. cerevisiae)
PI3K Phosphoinositid-3-Kinase
PVDF Polyvinylidenfluorid
rep Replikationsursprung, funktionales Element in Plasmid-DNA
RHA Rechter Homologiearm
RISC RNA-Induced Silencing Complex
RNAi RNA-Interferenz
RTK Rezeptor-Tyrosin-Kinase, Gruppe von Transmembranrezeptoren
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RV Reverse, für Oligonukleotid-Primer in Richtung 3‘ 5‘→
RZB Relative Zentrifugalbeschleunigung, Einheit der Schleuderziffer nach DIN 58970-2
SDS-PAGE Sodium Dodecyl Sulphate Polyacrylamide Electrophoresis
shRNA Short Hairpin RNA
siRNA Small Interfering RNA
SOC Nährmedium, von SOB (Super Optimal Broth) abgeleitet
TAM Tamoxifen, 4-Hydroxy-Tamoxifen
TRAIL TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand
Trk Tropomyosin-Related Kinase
UICC Union Internationale Contre le Cancer (Internationale Vereinigung gegen Krebs)
VEGF/VEGFR Vascular Endothelial Growth Factor (Receptor)
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